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Xeroderma Pigmentosum (XP) é uma doença rara, autossômica recessiva, caracterizada por 
fotossensibilidade, mudanças pigmentares, envelhecimento precoce da pele e incidência 
elevada de neoplasias de pele. XP é causada por mutações em, pelo menos oito genes, que 
caracterizam sete diferentes grupos de complementação genética (XP-A a XP-G) e um tipo 
variante (XP-V). Mutações em cada em dos genes envolvidos resultam em diferentes graus 
de severidade da doença, principalmente quanto ao comprometimento neurológico. 
Pacientes XP-C apresentam mutações no gene Xpc, que resultam, geralmente, em proteínas 
truncadas e instáveis. XPC é uma proteína envolvida na via de reparo de DNA por excisão 
de nucleotídeos (NER) e sua função é reconhecer a lesão na fita de DNA e dar início ao 
reparo. Recentemente, a participação indireta de XPC no reparo por excisão de bases 
(BER) foi sugerida, através de sua interação física e funcional com a DNA glicosilase 
OGG1. Uma vez que OGG1 é essencial para a remoção de purinas oxidadas do DNA 
mitocondrial, nós hipotetizamos que o DNAmt, e consequentemente a função mitocondrial, 
estariam comprometidas em células deficientes em XPC. Desta forma, este trabalho se 
propôs a investigar alterações bioenergéticas mitocondrias em células obtidas de pacientes 
XP-C. Nossos resultados revelaram que linhagens celulares XP-C apresentavam menor 
função mitocondrial, apesar de não apresentarem alterações no número de cópias de 
DNAmt. O consumo de oxigênio pelo complexo I estava significativamente diminuído em 
células XP-C quando comparado à células controle, enquanto que o consumo de O2 via os 
complexos II, III e IV foi maior em células XP-C. A capacidade de captar cálcio também se 
mostrou alterada nas céluas XP-C, uma vez que essa célula era incapaz de captar e reter 
concentrações fisiológicas desse íon. A produção de espécies reativas de oxigênio foi 
significativamente maior em células XP-C comparadas a células controle. Em acordo, a 
atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase e glutationa peroxidase foi 
menor em células XP-C, indicando um desbalanço redox nessas células. A análise da 
expressão de genes relacionados à biogênese mitocondrial revelou que um regulador 
transcricional fundamental, o coativador PGC1α, estava significativamente reduzido em 
células XP-C transformadas e primárias. Resultados de Western blotting e 
imunofluorescência revelaram que as alterações bioenergéticas e genômicas observadas em 

























experimentais utilizadas neste trabalho, XPC não está presente na mitocôndria. Nossos 
resultados demonstram, pela primeira vez, que a proteína XPC exerce um papel indireto na 
manutenção da integridade funcional da mitocôndria, provavelmente através de seu papel 



































Xeroderma pigmentosum (XP) is a rare autosomal recessive disorder characterized by 
photosensitivity, pigmentary changes, premature skin aging and increased incidence of skin 
cancer. XP is caused by mutations in at least eight genes, which characterize seven different 
genetic complementation groups (XP-A to XP-G) and variant type (XP-V). Mutations in 
each gene result in varying degrees of severity, mostly regarding the presence or not of 
neurodegeneration. XP-C is caused by mutations in the Xpc gene, resulting, mostly, in a 
truncated and unstable protein. The XPC protein is involved in the nucleotide excision 
repair pathway (NER), where it functions as a damage recognition factor. Recently, a role 
for XPC in the base excision repair (BER) pathway has been proposed, through its physical 
and fucntional interaction with the DNA glycosylase OGG1. Since OGG1 has a major 
function in repairing oxidized purines in the mitochondrial DNA (mtDNA), we 
hypothesized that XPC played a role in maitaining mtDNA integrity, and consequently, 
mitochondrial function. Thus, this study proposes to investigate mitocondrial function in 
XP-C cell. Our results showed that XP-C cells had less mitochondrial function, although 
without changes in mtDNA copy number. Oxygen consumption through complex I was 
lower in XP-C cells compared to control cells, while respiration through complexes II, III 
and IV was higher in XP-C cells. Calcium uptake and retention by mitochondria was also 
decreased in XP-C cells, as these cells were unable to retain even physiological spikes in 
calcium concentration. Reactive oxygen species production was significantly higher in XP-
C cells compared to controls. In agreement to that, the activity of the antioxidant enzymes 
superoxide dismutase and glutathione peroxidase was significatly decreased in XP-C cells, 
indicating that these cells are under a severe redox signaling inbalance. The analysis of the 
expression of genes related to mitochondrial biogenesis revealed that the key transcriptional 
regulator PGC1α was significantly lower in both transformed and primary XP-C cells. The 
results of Western blotting and imunofluorescence revealed that the bioenergetic 
impairment observed in XP-C cells is likely the result of changes in expression and 
signaling pathwyas, since, under the experimental conditions used here, XPC is not present 
in mitochondria. Our results indicate, for the first time, that XPC plays an important role in 






































1.1. Xeroderma pigmentosum 
 
Xeroderma pigmentosum (XP) foi descrito pela primeira vez em Vienna por um 
professor de dermatologia húngaro, Moriz Kaposi em 1870 (Hebra e Kaposi, 1874). A 
desordem foi inicialmente chamada de xeroderma ou pergaminho da pele e em 1882, o 
termo pigmentoso foi acrescido para enfatizar a notável anormalidade pigmentar (Kaposi, 
1883). Niesse (1883) descreveu dois irmãos que tiveram XP com degeneração neurológica 
progressiva começando na segunda década de vida. Em 1932 dois médicos italianos, Carlos 
Desanctis e Aldo Cacchione descreveram três irmãos com características de XP com 
degeneração neurológica progressiva começando aos 2 anos de idade, associado à nanismo 
e desenvolvimento sexual imaturo, a chamada síndrome de Sanctis-Cacchione (Reed et al., 
1977). A primeira descrição de XP em um negro africano foi publicada por Loewnthal e 
Trowell (1938). Em um negro americano, a primeira descrição foi feita por King e 
Hamilton (1940). 
XP é uma doença rara, autossômica recessiva, caracterizada por fotossensibilidade, 
mudanças pigmentares, envelhecimento precoce da pele e desenvolvimento precoce de 
neoplasias, principalmente de pele (Cleaver, 1968). Pelo menos sete diferentes grupos de 
complementação genética já foram descritos (XP-A a XP-G) e um tipo variante (XP-V), 
resultando em diferentes graus de severidade da doença. Dados epidemiológicos indicam 
que XP é mais comum no Japão (cerca de 1/22.000) do que nos Estados Unidos (cerca de 
1/milhão) (Niedernhofer et al., 2011). Os médicos Chikako Nishigori (Kobe University, 
Kobe, Japão) e Shinichi Moriwaki (Osaka Medical College, Osaka, Japão) descreveram sua 
experiência com pacientes XP japoneses. Nos mais de 300 pacientes estudados, cerca de 
50% eram XP-A e cerca de 25% eram XP variante (XP-V). Os grupos de complementação 
C e D representavam somente 11% dos pacientes japoneses. Cerca de 10% dos 300 
pacientes estudados, não puderam ser classificados dentro dos grupos de complementação 
conhecidos (A-G e V) sugerindo que podem haver outros genes não associados ao 
diagnóstico clínico de XP (Niedernhofer et al., 2011). Em contraste, Kraemer reportou que 
nos Estados Unidos, dentre os 106 pacientes estudados no National Institutes of Health 
(NIH), 9% eram XP-A, 6% eram XP-V, 43% eram XP-C e 28% eram XP-D. Do total 5% 




pacientes XP europeus, foram similares aos dos Estados Unidos, como verificado pelo Dr. 
Alan Lehmann (University of Sussex, Bringhton, UK) com 10% XP-A, 10% XP-V, 20% 
XP-C, 14% XP-D e 32% não classificados (Niedernhofer et al., 2011). 
O diagnóstico da doença dá-se inicialmente muitas vezes por intermédio dos pais, 
que começam a suspeitar que algo está errado. Eles percebem que, na primeira infância, 
cerca de 1-2 anos de idade, seus filhos apresentam sardas anormalmente escuras ou 
queimaduras graves depois de exposição ao sol por apenas alguns minutos. Após essas 
observações um exame minucioso da pele feito por um dermatologista, juntamente com 
uma pequena biópsia de pele para testes laboratoriais, é o método padrão para o diagnóstico 
XP. O diagnóstico conclusivo de XP pode ser realizado através da medida da função de 
reparo de DNA das células obtidas a partir da biópsia. Os sintomas característicos de XP 
são: 
• Aparecimento de bolhas ou sardas após mínima exposição ao sol ou raios 
ultravioleta; 
• Aparência seca e idade prematura de pele e lábios; 
• Fotossensibilidade dos olhos (vermelho e dolorido quando exposto à luz solar); 
• Desenvolvimento precoce de câncer de pele nas áreas expostas ao sol, incluindo a 
ponta da língua; 
• Deficiência de desenvolvimento; 
• Perda de habilidades neurocognitivas tais como andar e falar. 
O tratamento consiste principalmente na proteção contra a exposição à radiação UV 
e, portanto, na prevenção dos efeitos prejudiciais que estes podem ter sobre a pele. Não há 
atualmente nenhuma cura para o XP e o prognóstico não é muito favorável, visto que 
muitos pacientes XP morrem com menos de vinte anos de idade de câncer de pele. No 
entanto, se uma pessoa é diagnosticada precocemente, não tem sintomas neurológicos 
graves ou tem uma variante leve, e toma todas as medidas de precaução para evitar a 
exposição à luz UV, eles podem sobreviver além de meia-idade e ter uma vida 
relativamente normal. Os pacientes XP e suas famílias enfrentam muitos desafios na vida 




fundamentais para lidar com o XP (Xeroderma Pigmentosum Family Support Group, 
www.xpfamilysupport.org).  
 
1.2. Vias de reparo de DNA 
 
Os genomas de todos os organismos estão constantemente sendo modificados por 
moléculas reativas que são produzidas endogenamente pela respiração mitocondrial, ou por 
agentes ambientais, químicos e físicos, que incluem luz ultravioleta (UV), radiação 
ionizante (RI), metais pesados, poluentes atmosféricos, drogas quimioterápicas e moléculas 
geradas durante a resposta inflamatória (Lindahl, 1993). Estima-se que são produzidas no 
genoma humano aproximadamente 105  lesões ao DNA por dia, como resultado de reações 
espontâneas, erros de replicação e ação de produtos do metabolismo celular (Hoeijmakers, 
2009). Dentre a variedade de lesões formadas, que incluem bases modificadas (volumosas e 
não-volumosas), sítios abásicos, quebras simples ou duplas das  fitas de DNA, crosslinks 
intra e inter-fita e adutos proteína-DNA, aproximadamente 104 são bases oxidadas e 
quebras de fita simples do DNA (Lindahl, 1993). O dano persistente ao DNA pode induzir 
mutagênese, tais como substituição de bases e pequenas inserções/deleções bem como 
rearranjos cromossômicos. Tal instabilidade genômica é o passo principal para o 
desenvolvimento de câncer e contribui para o envelhecimento e o surgimento de doenças 
relacionadas à idade. O dano ao DNA também pode desencadear respostas que culminam 
na morte celular que são presumidamente a base de patologias que envolvem atrofia de 
tecidos como a neurodegeneração. A constante manutenção do genoma, portanto, é 
essencial para a viabilidade e longevidade de um organismo saudável. Desta forma, durante 
a evolução apenas organismos que desenvolveram múltiplos sistemas de reparo altamente 
especializados para preservar a integridade do genoma, obtiveram sucesso evolutivo. 
(Iyama e Wilson, 2013). As principais vias de reparo de DNA encontradas nos organismos 
vivos são:  
 
• Reparo direto: 
• Reparo por excisão de bases (BER); 




• Reparo de emparelhamento errôneo (MMR); 
• Reparo de quebra de fita dupla (DSBR) por: Recombinação homóloga (HR) ou 
Junção não homóloga de pontas (NHEJ). 
No escopo deste trabalho, discutiremos proteínas classicamente pertencentes às vias 
BER e NER. Desta forma, as outras vias não serão discutidas em detalhes. 
 
1.3. Reparo por excisão de bases (BER) 
 
Bases modificadas de DNA são danos comuns causados por oxidação, desaminação 
ou alquilação. Há mais de 100 tipos de modificação de bases que podem surgir no DNA, 
como o resultado do ataque de espécies reativas de oxigênio (EROs), que são normalmente 
geradas principalmente pela respiração mitocondrial. Dentre as lesões de base, a 8-oxo-dG 
(8-Oxo-2'-deoxiguanosina) é uma das mais abundantes e bem caracterizadas (Dizdaroglu et 
al., 2002). Estima-se que aproximadamente 180 guaninas são oxidadas à 8-oxo-dG por 
genoma de mamífero por dia. 8-oxo-dG é uma modificação pré-mutagênica potente, porque 
ela pode parear com a adenina ou citosina durante a replicação e causar mutações 
transversais G:C para T:A. Modificações de bases, que causam pequena ou nenhuma 
distorção na dupla hélice do DNA são, comumente reparadas pela via de BER. Dada a 
ubiquidade das reações de oxidação de base, BER opera em todos os estágios do ciclo 
celular e recruta várias enzimas e proteínas para: (i) reconhecer e remover a base alterada, 
(ii) retirar o sítio abásico, (iii) substituir o sítio removido, (iv) processar o terminal gerado e 
(v) selar a incisão final (Iyama e Wilson, 2013).  
Na via de BER, a base lesionada é reconhecida e removida por uma DNA 
glicosilase lesão-específica. DNAs glicosilases monofuncionais incluem UNG (DNA 
glicosilase uracil) e MPG (DNA glicosilase N-metilpurina), enquanto DNAs glicosilases 
bifuncionais são OGG1 (DNA glicosilase 8-oxoguanina), MUTYH (homólogo mutY), 
NTH1 (endonuclease III-like 1) e NEIL1 (endonuclease VIII-like 1). A DNA glicosilase 
monofuncional dá origem ao sítio AP (apurínico/apiridimídico) através da remoção da base 
lesionada. O sítio AP sofre incisão da APE1 (AP endonuclease 1), gerando uma quebra de 
fita. A enzima Pol β remove metade da quebra de fita pela atividade intrínseca de uma liase. 




nucleotídeo ausente e o complexo XRCC1-LIG3α sela a incisão; no trecho-longo Polδ/ɛ, 
RFC e PCNA (antígeno nuclear de proliferação celular) incorporam de 2 a 13 nucleotídeos 
para então FEN1-LIG1 (endonuclease de flap 1) completar o processo de reparo. (Wilson et 
al., 2011; Sykora et al., 2012). O esquema 1 apresenta os principais passos enzimáticos da 






DNA Glicosilase Bifuncional 
(ex. OGG1, NEIL, Nth)
DNA Glicosilase Monofuncional 
(ex. TDG, UNG, SMUG)
BER Trecho-curto (1 nt) BER Trecho-longo (2-10 nt)
 
 
Esquema 1. Reparo por excisão de bases (BER). A figura mostra um modelo geral das 
subvias de trecho-curto (esquerda) e do trecho-longo (direita) da via de BER. Na subvia de 
trecho-curto, apenas  um único nucleotídeo é substituído, enquanto que na subvia de 





Dada a ubiquidade das lesões reparadas por essa via e sua importância na 
manutenção da integridade genômica, existem poucas doenças hereditárias associadas com 
um defeito genético em componentes clássicos da via de BER. Essas desordens envolvem 
predisposição ao desenvolvimento de câncer (câncer colorretal, Cheadle e Sampson 2007), 
defeitos imunológicos (DNA glicosilase UNG e a síndrome hiper-IgM V, Imai et al., 2003) 
e anormalidades neurológicas. O fato de homozigotos knockout para proteínas centrais da 
via de BER levarem à letalidade embrionária ou pós-nascimento, ressalta a natureza 
frequente de dano endógeno ao DNA e sugere que a completa eliminação desta via de 
reparo é incompatível com a vida. Algumas associações entre a capacidade reduzida de 
BER e neuropatologias como Alzheimer tem sido reportadas (Iida et al., 2002; Mao et al., 
2007; Weissman et al., 2007; Gredilla et al., 2012). Além disso, há evidências emergentes 
de que defeitos em BER aumentam a susceptibilidade a complicações em derrames, 
provavelmente devido ao estresse oxidativo agudo (Endres et al., 2004; McNeill et al., 
2011; Liu et al., 2011). 
 
 
1.4. Reparo por excisão de nucleotídeos (NER) 
 
 Diferentemente do que ocorre no reparo por excisão de bases, as enzimas de reparo 
por excisão de nucleotídeos (NER) não reconhecem uma lesão em particular, ao invés 
disso, o sistema utiliza o reconhecimento de distorções na dupla hélice, como as distorções 
causadas por dímeros de timina ou pela presença de um aduto químico volumoso sobre uma 
base. Essas distorções desencadeiam uma série de eventos que levam à remoção do 
pequeno segmento de fita simples que inclui a lesão. Essa remoção origina uma lacuna de 
fita simples no DNA, que é preenchida pela DNA-polimerase, utilizando a fita não 
danificada como molde e restaurando a sequência nucleotídica original. O reparo por 
excisão de nucleotídeos em E. coli é realizado basicamente por quatro proteínas: UvrA, 
UvrB, UvrC e UvrD. Um complexo de UvrA e UvrB verifica o DNA; a proteína UvrA é a 
responsável pela detecção de distorções na hélice. Após encontrar uma distorção, a UvrA 




endonuclease UvrC e esta promove duas incisões: uma localizda a oito nucleotídeos de 
distância na direção 5´da lesão, e a outra a quatro ou cinco nucleotídeos de distância na 
direção 3´da lesão. Essas clivagens produzem um segmento de DNA de fita simples de 
cerca de 12 a 13 nucleotídeos de comprimento, que se torna acessível pela ação da DNA-
helicase (UvrD). Finalmente, a DNA-polimerase (Pol I) e a DNA-ligase preenchem e selam 
a lacuna resultante (Croteau et al., 2008) 
 O princípio do reparo por excisão de nucleotídeos em eucariotos é análogo ao de E. 
coli, mas a maquinaria para a detecção, excisão e reparo da lesão é mais complexa, 
envolvendo 30 proteínas ou mais. É a mais versátil e flexível via de reparo de DNA em 
células eucarióticas, por reconhecer uma vasta gama de lesões de DNA estruturalmente 
distintas (Andressoo et al., 2005). NER atua na remoção de lesões que distorcem a dupla 
hélice de DNA, interferem no pareamento de bases e bloqueiam a replicação e a transcrição 
de DNA. As lesões reconhecidas pela via de NER podem surgir em decorrência da 
exposição a vários agentes nocivos. A radiação UV produz dímeros pirimidina ciclobutano 
(CPDs) e produtos pirimidina-(6,4)-pirimidona (6-4PP) que são substratos clássicos dessa 
via. A exposição a vários agentes químicos ou alquilantes, também podem resultar na 
formação de adutos volumosos, como por exemplo, hidrocarbonos policíclicos aromáticos, 
presentes na fumaça do cigarro. Recentemente, contudo, foi demosntrado que NER também 
remove lesões oxidadas de DNA como adutos cíclicos de purina (Andressoo et al., 2005).  
 A via de NER consiste em duas subvias, as quais mecanisticamente tem início de 
maneira diferente, mas após o reconhecimento do dano, seguem a mesma rota molecular. 
As subvias são: reparo acoplado à transcrição (TCR) e reparo do genoma global (GGR). A 
subvia TCR é responsável por remover lesões presentes na fita codificante (transcrita) de 
genes ativos (Iyama e Wilson, 2013). Esse mecanismo de reparo cuida de lesões que 
estejam bloqueando a maquinaria de transcrição. A GGR reconhece e remove lesões ao 
longo de todo o genoma e é considerada relativamente lenta e um pouco menos eficiente, 
uma vez que deve scanear todo o genoma em busca de dano ao DNA (Iyama e Wilson, 
2013). Ambas as subvias podem ser divididas em quatro fases: (i) reconhecimento do dano 




criação de dois flancos de incisão no local lesionado e subsequente excisão desse fragmento 
e (iv) síntese do DNA reparado e ligação (Diderich et al., 2011). 
 
1.4.1. Reparo acoplado à transcrição (TCR): CSA, CSB e XPG 
 
 O reparo acoplado à transcrição (TCR) é uma das subvias da via de NER que, 
exceto pela fase inicial de reconhecimento da lesão, segue a mesma via molecular do reparo 
do genoma global (GGR). Apesar de não ser ainda totalmente entendido mecanisticamente, 
o modelo proposto de funcionamento da TCR indica que é o bloqueio do complexo de 
elongamento da RNA polimerase (RNAPII) no local da lesão em fitas transcritas de genes 
ativos que funciona como reconhecimento da lesão. Este bloqueio da RNA polimerase, 
serve como sinal, por mecanismos não conhecidos, para o recrutamento de proteínas da 
Síndrome de Cockayne (CS), CSA e CSB, as quais facilitam a remoção do complexo 
RNAPII para o acesso da maquinaria de reparo. Além disso, CSA e CSB auxiliam no 
recrutamento das proteínas de reparo subsequentes, incluindo o complexo TFIIH (fator de 
transcrição II H). Após esta etapa, a mesma maquinaria proteica envolvida na GGR é, 
presumivelmente, recrutada para incisão, excisão do fragmento lesionado, preenchimento 
da lacuna e ligação da incisão. Assim como a GGR, TCR parece funcionar independente do 
ciclo celular (Iyama e Wilson, 2013). 
 Como já citado no parágrafo anterior, as proteínas CS desempenham um papel 
fundamental na TCR. Esta conclusão é baseada em vários dados biológicos e bioquímicos, 
como, por exemplo, os experimentos de imunoprecipitação da cromatina, que mostraram 
que CSB interage fortemente com o complexo cromatina-RNAPII (Fousteri et al., 2006). 
Neste trabalho, a radiação UV aumentou a associação entre essas duas proteínas, 
possivelmente, em decorrência de uma resposta cooperativa devido ao dano induzido ao 
DNA (Fousteri et al., 2006). Outro estudo mostrou que a imunoprecipitação de extrato 
celular total de células CS1AN, oriundas de pacientes CSB, transformadas com SV40 
complementadas com HA-CSB detectou um complexo estável de CSB com a RNAPII (van 




expressavam CSB, sugerem que CSB e RNAPII, formam complexos protéicos de alto peso 
molecular estáveis (van Gool et al., 1997). Por fim, experimentos cinéticos em células vivas 
usando a técnica de fotodegradação, demonstraram que, transitoriamente, CSB interage 
com a maquinaria de transcrição (van den Boom et al., 2004). É importante considerar que 
a associação CSB à RNAPII é responsável pelo recrutamento de vários fatores de NER 
necessários. 
 
1.4.2. Reparo do genoma global (GGR): XPC e XPA 
 
 O reparo do genoma global (GGR), como o próprio nome sugere, remove distorções 
da hélice, localizadas em regiões não ativamente transcritas do genoma, provavelmente de 
uma maneira independente do ciclo celular (Fagbemi et al., 2011). O complexo XPC-
HR23B inica a resposta de reparo pelo reconhecimento da mudança estrutural induzida pelo 
dano ao DNA, ligando-se à fita oposta à lesão e não ao aduto químico (Min e Pavletich, 
2007; Maillard et al., 2007; Scharer, 2007). Uma vez ligado, o complexo XPC-HR23B 
media o recrutamento do complexo fator de transcrição II H (TFIIH), que contém dez 
subunidades, incluindo duas helicases XPB (3`- 5`) (Coin et al., 2007) e o XPD (5`- 3`) 
(Sugasawa et al., 2009; Mathieu et al., 2010). Através da atividade dessas sub-unidades, 
TFIIH promove a abertura do duplex de DNA em volta da lesão, criando uma bolha para o 
recrutamento de XPA e da proteína de replicação A (RPA) e também do conjunto do 
complexo de pré-incisão. XPA promove a liberação de TFIIH, da kinase ciclina-dependente 
(CDK), ativação do sub-complexo (CAK) (Coin et al., 2008) e a associação de RPA com a 
fita de DNA lesionada (Missura et al., 2001; Camenisch et al., 2006). A dissociação de 
CAK, visa facilitar o recrutamento das endonucleases XPF, ERCC1 e XPG, bem como a 
liberação do complexo XPC-HR23B.  
 O complexo XPF-ERCC1 é recrutado para a lesão via interação direta com XPA 
(Tsodikov et al., 2007; Orelli et al., 2010), enquanto XPG é recrutado via interação com 
TFIIH e estabilização do complexo pré-incisão (Evans et al., 1997). As duas endonucleases, 




lesionado. Depois da dupla incisão e remoção do fragmento lesionado, as DNAs 
polimerases δ, ɛ ou κ, preenchem a lacuna em conjunto com o fator de replicação C (RFC) 
e o antígeno celular nuclear de proliferação (PCNA) (Mocquet et al., 2008; Ogi et al., 
2010). Por fim, a incisão é selada pelo XRCC1-DNA Ligase III (LIG3) ou pelo (FEN1)-
DNA ligase I (LIG1) (Araújo et al., 2000; Mocquet et al., 2008), ou pela XRCC1-LIG3α 
em células que não se dividem (Moser et al., 2007). O esquema 2 apresenta uma 
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Esquema 2. Reparo por excisão de nucleotídeos (NER). A lesão no DNA pode ser 
reconhecida por um de dois mecanismos: o bloqueio do complexo de elongação da 
RNAPII, juntamente com os fatores CSA e CSB, na subvia de TCR; ou pelo complexo 
XPC/HR23B, na subvia GGR de NER. Depois do reconhecimento do dano ao DNA, a rota 
de reparo progride ao longo da mesma via molecular. Depois do desenrolamento do DNA 
e a verificação do dano, incisões são feitas para remover o fragmento lesionado de DNA. 
Ao final da via, a síntese de DNA e subsequente ligação, reproduz a sequência correta de 




 A GGR está envolvida no reconhecimento de várias lesões que levam a distorções 
no DNA. Estudos in vivo com camundongos deficientes em Xpc, com background genético 
misto (75% C57Bl/6J, 25% 129) mostraram um grande aumento na incidência de tumor 
pulmonar comparado ao controle. Uma possível explicação para tal fenótipo, pode ser a 
contínua exposição à oxidantes e subsequente formação de dano oxidativo ao DNA no 
tecido pulmonar (Hollander et al., 2005). Outro estudo revelou que 100% dos camundongos 
Xpc-/-, no momento da morte e no intervalo de 16-17 meses, abrigavam tumores 
pulmonares. Ao contrário, camundongos deficientes em Xpa, espontaneamente 
apresentavam um aumento significativo na incidência de tumor do fígado, mas não de 
pulmão (Melis et al., 2008). Além disso, um elevado nível de mutações foi encontrado no 
tecido pulmonar de camundongos Xpc-/- durante o envelhecimento, o que correlaciona com 
deficiência de reparo de lesões oxidativas no DNA nesses modelos (Melis et al., 2008). 
Uma vez que não há incidência de tumor pulmonar em camundongos deficientes em Xpa, 
esses resultados apontam para uma função adicional de XPC em resposta ao dano oxidativo 
no DNA. 
 Vários estudos in vitro usando fibroblastos, mostram que células derivadas de 
camundongo deficiente em Xpc, eram mais sensíveis (sobrevivência e acúmulo de lesão) à 
exposição ao oxigênio do que células derivadas de camundongo deficiente em Xpa ou 
selvagem (Melis et al., 2008). Estudos usando queratinócitos primários humanos e 
fibroblastos de pacientes XP-C, mostraram que XPC protege a pele humana do efeito 
destrutivo de oxidantes tais como bromato de potássio ou aqueles induzidos por raios-X. O 
mesmo estudo, revelou que XPC está envolvida no reparo de 8-oxo-Gua, a mais abundante 
base oxidada do DNA através de sua interação física e funcional com a DNA glicosilase 
OGG1 (D´Errico et al., 2006). Outro estudo também usando queratinócitos humanos 
normais, mostrou que a diminuição da expressão de XPC resultou em aumento de EROs 
intracelulares, oxidação de DNA genômico e mitocondrial e alterações no metabolismo 
(Rezvani et al., 2011). Neste trabalho, os autores propuseram que as alterações metabólicas 
provocadas pela diminuição da concentração de XPC decorrem de uma mudança 




 O trabalho de D´Errico et al., 2006, postulou que o complexo XPC-HR23B age 
como co-fator na subvia de trecho-curto de BER, estimulando a atividade de OGG1. Outra 
observação propôs que XPC também interage com a DNA glicosilase timina (TDG), 
amparando a hipótese de que XPC também pode estar envolvida na subvia de trecho-longo 
de BER (Shimizu et al., 2003). XPC parece não ser essencial à via de BER, mas pode 
modular sua atividade.  
 
1.5. Mitocôndria e estresse oxidativo 
 
As mitocôndrias são organelas cuja principal função é a produção de ATP através 
da fosforilação oxidativa. As mitocôndrias possuem duas membranas compostas por  
bicamadas lipoprotéicas: uma externa e uma interna, sendo que a membrana interna 
apresenta uma superfície maior, impermeável a quase todas as moléculas e contém as 
enzimas responsáveis pela fosforilação oxidativa. Para a formação do ATP mitocondrial, 
ocorre passagem de elétrons, derivados predominantemente de intermediários do Ciclo do 
Ácido Tricarboxílico (também chamado de Ciclo do Ácido Cítrico ou Ciclo de Krebs), por 
um complexo multienzimático denominado cadeia transportadora de elétrons (CTE) (Fariss 
et al., 2005).  
Acoplados à passagem de elétrons, prótons são bombeados através dos complexos I 
(NADH desidrogenase), III (complexo citocromo bc1) e IV (citocromo c oxidase) para o 
espaço intermembranas, criando um potencial eletroquímico. Esse potencial é a força 
protomotora (∆p), composta de um gradiente de pH (∆pH) e de um potencial de membrana 
mitocondrial (∆ψm), que impulsiona a enzima ATP sintase a fosforilar o ADP, gerando 
ATP, quando do retorno dos prótons à matriz mitocondrial. O ATP sintetizado dentro da 
matriz mitocondrial é então exportado para o citoplasma através de um translocador de 
nucleotídeos de adenina, também conhecido por translocador ATP/ADP. O aceptor final 
dos elétrons da CTE é o oxigênio molecular (O2), que é reduzido à água em quatro passos 
de transferência monoeletrônica no sítio ativo do complexo IV. Durante a transferência de 




redução monoeletrônica do oxigênio molecular, fora do complexo IV, levando à formação 
do radical ânion superóxido (O2-●). Esta espécie é rapidamente dismutada pela enzima 
superóxido dismutase (SOD) levando à formação de H2O2. O H2O2 pode ser metabolizado a 
H2O e O2 que utiliza elétrons provenientes de glutationa reduzida como poder redutor. 
Entretanto, quando na presença do íon ferroso ou de outros metais bivalentes, através de 
reação de Fenton ou do tipo Fenton, o H2O2 pode sofrer cisão homolítica, o que resulta na 
formação de radicais hidroxila (OH•) altamente reativos (Halliwell e Gutteridge, 1997).  
O H2O2 é uma espécie química permeável através de membranas e mais estável, 
podendo ser removida por diferentes enzimas com atividade de peroxidase. Estima-se, 
embora haja controvérsias sobre o valor, que cerca de 1% de todo o oxigênio consumido 
pelas mitocôndrias resulta na formação de EROs (Harper et al., 2004; Fariss et al., 2005; 
O´Rourke, 2005; Figueira et al., 2013). Uma vez que a capacidade antioxidante 
mitocondrial seja sobrecarregada pela presença dessas espécies reativas, dano oxidativo e 
















Esquema 3. Fosforilação oxidativa, produção de O2.- e H2O2 e vias de detoxificação da 
mitocôndria. Elétrons (e-) do NADH e FADH2 passam através dos complexos I e II 
respectivamente e depois são levados ao complexo III via ubiquinol. Citocromo c oxidase transfere 
elétrons do complexo III para o complexo IV, o qual reduz o O2 à H2O. A passagem de elétrons é 
acompanhada por uma ejeção de prótons (H+) através da membrana mitocondrial interna pelos 
complexos I, III e IV, gerando um gradiente eletroquímico, ∆ψ. Os prótons entram novamente na 
matriz mitocondrial através do complexo V, o qual usa a força protomotora para gerar ATP. A 
força protomotora também leva à troca ATP-ADP pela ANT. UCPs permitem o retorno de elétrons 
à matriz mitocondrial, reduzindo a formação de espécies reativas de oxigênio. Do complexo I, 
vazam elétrons que levam à formação de O2.- para a matriz, ao passo que o complexo III gera O2.- 
tanto para a matriz quanto para o espaço intermembrana. P66Shc é o substrato de elétron do espaço 
intermembrana oriundo do citocromo c que produz O2.-. O superóxido é desmutado à H2O2 pela Cu 
e ZnSOD no espaço intermembrana e pela SOD2 na matriz. H2O2 é reduzido à H2O pela glutationa 
peroxidase (GPx) usando GSH e a glutationa oxidada resultante (GSSG) é reduzida de volta à GSH 





Entende-se por radical livre qualquer espécie química capaz de existir de forma 
independente e que contenha um ou mais elétrons despareados ou que contenha um número 
ímpar de elétrons em sua última camada eletrônica. A presença de elétrons despareados na 
última camada eletrônica confere a essas espécies, na maior parte dos casos, grande 
reatividade e uma meia-vida curta variando de nano a microssegundos (Simm e Brömme, 
2005, Cerqueira et al., 2006). Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas 
mitocôndrias ou na membrana e o seu alvo celular (proteínas, lipídeos, carboidratos e 
DNA) está fortemente relacionado com seu sítio de formação (Bianchi e Antunes, 1999). 
EROs são encontradas em todos os sistemas biológicos. Em condições fisiológicas 
do metabolismo celular aeróbio, o O2 sofre redução tetravalente, com o recebimento de 
quatro elétrons, resultando na formação de H2O. Durante esse processo podem ser 
formados intermediários reativos, como os radicais ânion superóxido (O2-●), hidroperóxido 
(HO2-●) e ânion ou radical hidroxila (OH- ou OH●). Normalmente, a redução completa do 
O2 ocorre no sítio ativo do complexo IV, Citocromo c Oxidase, sem a liberação de 
intermediários de redução. O H2O2 não é um radical livre, pois não possui elétrons 
despareados na sua última camada eletrônica, embora seja um metabólito extremamente 
deletério porque participa da reação que produz o radical hidroxila (OH-) (Ferreira e 
Matsubara,1997), bem como é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir danos em 
sítios mais distantes de seu local de formação (Bianchi e Antunes, 1999). 
 
O2 O2-• H2O2 HO• +  H2O H2O2H+ H+ H+





Peróxido de Hidrogênio Radical Hidroxila
 
 
Esquema 4. Redução sequencial do oxigênio molecular à água em quatro passos de redução 
monoeletrônica. A adição de um elétron ao oxigênio produz o radical ânion superóxido. Se o 
superóxido é reduzido por outro elétron, então, peróxido de hidrogênio é produzido. O peróxido de 
hidrogênio pode aceitar outro elétron e esse passo ocorre naturalmente como resultado da 
transferência de elétrons na presença de metal bivalente, em reações do tipo Fenton (normalmente 
com cobre ou ferro). Quando o H2O2 aceita o elétron doado, ele é convertido ao radical hidroxila 
(HO●) e ânion hidroxila (HO-) que, quando combinados com hidrogênio, produzem água. Adaptado 




A vida em aerobiose caracteriza-se pela contínua produção de EROs, sendo 
contrabalanceada pelo consumo de defesas antioxidantes não-enzimáticas e pela atividade 
das enzimas antioxidantes. Dessa maneira, em condições fisiológicas, o balanço entre a 
produção de oxidantes e as defesas antioxidantes se mantém em equilíbrio. Quando esse 
balanço é rompido em favor dos agentes oxidantes, diz-se que a célula ou organismo 
encontra-se em desbalanço redox ou sob “estresse oxidativo”, com potenciais danos (Belló-
Klein, 2002). 
As EROs desempenham vários papéis importantes no controle de diversas funções 
fisiológicas como sinalizadores centrais no controle do tônus vascular, sinalização 
intracelular e resposta imune fagocitária (Dröge, 2001; Belló-Klein, 2002; Splettstoesser e 
Schuff-Werner, 2002). Entretanto, essas espécies também podem desempenhar um papel 
causal importante no desenvolvimento de várias doenças, tais como ateroesclerose, 
diabetes, infecção por HPV, injúria de isquemia-reperfusão, doença de Parkinson, artrite 
reumatóide, catarata, enfisema, dentre outras (Belló-Klein, 2002). Em todas elas, a injúria 
inicial (isquemia, trauma, toxinas, radiação, infecção, etc) determina alterações 
intracelulares, como recrutamento de macrófagos, dano mitocondrial, alterações nas defesas 
antioxidantes e aumento do cálcio intracelular. Essas alterações geram estresse oxidativo, 
levando o organismo a três possíveis respostas celulares: 1) adaptação, por aumento na 
atividade dos sistemas antioxidantes, que pode gerar proteção da célula contra danos 
oxidativos futuros; 2) dano tecidual por lesão a lipídeos, carboidratos, proteínas e ácidos 
nucléicos ou 3) morte celular, seja por necrose ou apoptose (Belló-Klein, 2002). 
A morte celular pode decorrer de um evento chave envolvido nesse processo, 
chamado transição de permeabilidade mitocondrial (TPM). A TPM é um evento 
dependente do aumento de Ca+2 mitocondrial, que leva à perda do potencial de membrana 
mitocondrial (∆Ψm), inchamento mitocondrial e ruptura da membrana externa das 
mitocôndrias, após a abertura de um canal conhecido como poro de transição de 
permeabilidade (PTP), cuja composição proteica ainda é controversa na literatura. Tem sido 
sugerida a participação de proteínas da matriz e de proteínas das membranas mitocondriais 
interna e externa na composição do poro de transição. Os componentes mais citados são os 




adenina (ANT) e ciclofilina D (CyP D), dentre outras moléculas (Tsujimoto e Shimizu, 
2007; Lemasters et al., 2009). Trabalho recente do próprio laboratório (Ronchi et al., 2011) 
demonstrou, em mitoplastos, que são mitocôndrias isoladas desprovidas de membrana 
externa, que nem todas essas proteínas são componentes essenciais do poro de transição.   
Em 1976, Hunter e colaboradores trataram mitocôndrias isoladas com Ca2+ e 
propuseram que o acúmulo mitocondrial deste cátion resultava na permeabilização da 
organela devido à formação de um poro na membrana interna. Devido ao fato desse 
processo ser parcialmente revertido através da remoção do Ca2+, esse fenômeno foi 
denominado transição de permeabilidade mitocondrial (TPM) (Hunter e Haworth, 1979). 
Segundo esse trabalho, o cálcio induz alterações na homeostasia mitocondrial, induzindo o 
desacoplamento da fosforilação oxidativa, em associação ao inchamento da organela. 
Posteriormente, demonstrou-se que quantidades excessivas de Ca2+ em mitocôndrias 
isoladas induziam uma permeabilização não-seletiva da membrana mitocondrial interna, 
mediada por estresse oxidativo e acúmulo de Ca2+ na matriz mitocondrial (Kowaltowski et 
al., 2001). Alterações em grupos de proteínas da membrana mitocondrial interna levariam à 
formação do PTP mitocondrial, com a formação de agregados devido a alterações 
estruturais (He e Lemasters, 2002). O aumento das concentrações de Ca2+ e produção de 
espécies reativas de oxigênio induziriam a oxidação de resíduos de cisteína e permitiriam a 
formação de ligações cruzadas S-S (Fagian et al., 1990; Castilho et al., 1996), levando à 
uma permeabilização não-específica da membrana mitocondrial interna (Vercesi et al., 
1997; Kowaltowski et al., 2001).  
Alterações no transporte de íons podem ocorrer devido a modificações em lipídeos 
e proteínas de membranas, com aumento nos níveis intracelulares de Ca2+ (Dawson e 
Dawson, 1996). A distribuição do Ca2+ intracelular é controlada por processos de transporte 
desse cátion através da membrana plasmática e de membranas de várias organelas ou 
regiões celulares, como o retículo endoplasmático liso, o núcleo e a mitocôndria (Carafoli, 
1987; Gunter e Gunter, 1994). Em 2010, Perocchi e colaboradores mostraram a primeira 
evidência do gene que codifica o transportador de cálcio mitocondrial (MICU1, de 




os RNAs mensageiros de 13 genes candidatos que são conservados em eucariotos e 
cinetoplastídeos, porém ausentes em S. cerevisiae. Para este estudo, foram empregados 
dados prévios de fisiologia comparativa, genômica evolucionária e proteômica de organelas 
(Perocchi et al., 2010; Collins e Meyer, 2010). Em eucariotos, as concentrações 
extracelulares de Ca2+ oscilam em torno de 1 a 2 mM e as concentrações intracelulares em 
torno de 50 a 100 nM (Carafoli, 1987).  
Recentemente Vaseva e colaboradores (2012) mostraram em condições de estresse 
que a proteína p53 é capaz de migrar para a matriz mitocondrial e formar um complexo 
com a ciclofilina D (reguladora do poro de transição de permeabilidade), mas não com 
VDAC ou com o translocador de nucleotídeos de adenina (ANT) e está relacionada à 
abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial. A formação do complexo 
Cyp-p53 é capaz de induzir a abertura do PTP mitocondrial. Mais recentemente, Giorgio e 
colaboradores (2013) mostraram que dímeros purificados de ATP sintase e reconstituídos 
em bicamadas lipídicas podem ter a função semelhante ao poro de transição de 
permeabilidade (PTP), com mudanças nos padrões eletrofisiológicos capazes de induzir a 
abertura de um canal equivalente ao PTP. Além disso, esses autores mostraram interação da 
Cyp D com a ATP sintase na regulação desse poro. Todos esses resultados mostram um 
papel duplo para a ATP sintase: síntese de ATP e controle da transição de permeabilidade 
mitocondrial (Giorgio et al., 2013; Bernardi, 2013). 
 
1.6. DNA mitocondrial  
 
 Em eucariotos não fotossintetizantes, a mitocôndria é a única organela intracelular 
que possui o seu próprio genoma. O DNA mitocondrial (DNAmt) humano é uma molécula 
circular de 16569 pares de bases, localizada na membrana mitocondrial interna. A maioria 
das células possui centenas de mitocôndrias e cada mitocôndria contém entre 5 a 10 cópias 
de DNAmt (Wallace, 1999). O DNAmt contém 13 genes que codificam para polipeptídeos 




transferência (tRNA) necessários para síntese proteica na mitocôndria. Uma vez que o 
DNAmt encontra-se fisicamente associado à membrana mitocondrial interna, próximo do 
local onde as EROs são geradas, ele é um alvo constante de danos provocados por essas 
espécies (Clayton et al., 1974; Yakes e Van Houten, 1997; Croteau et al., 1999). Todos os 
13 polipeptideos codificados pelo DNAmt são essenciais ao funcionamento adequado de 4 
dos 5 complexos da fosforilação oxidativa (Figueira et al., 2013). Desta forma, a 
estabilidade genética do DNAmt é essencial à função mitocondrial, portanto também para a 
manutenção da vida. De fato, mais de 150 mutações patogênicas nessa molécula, causam 
doenças clinicamente definidas (Wallace, 1999). 
 
 
Esquema 5. Organização do DNAmt humano. O DNAmt humano é uma molécula 
circular, contendo 16569 pares de bases. As duas fitas são denominadas pesada e leve, 
devido ao conteúdo diferencial de guaninas na fita pesada. A região D-loop, não 
codificante, contém os promotores para as fitas pesada e leve, bem como a origem da 
replicação da fita pesada de DNAmt. A disposição de todos os 37 genes é apresentada. 




 As doenças mitocondriais podem apresentar uma enorme variedade de padrões de 
herança, maternas, Mendeliana e uma combinação de ambas. Somado a isso, existe o fato 
dos fenótipos de doenças mitocondriais serem diversos e sobrepostos, o que significa dizer 
que uma mesma mutação no DNAmt pode resultar em fenótipos bem diferentes e mutações 
diferentes podem resultar num mesmo fenótipo, por isso é mais coerente classificar os 
pacientes pelo defeito genético do que pela manifestação clínica (Wallace, 2013). Mutações 
patogênicas no DNAmt incluem tanto substituição de bases como rearranjos (Mitomap). As 
substituições de base podem ser sub-divididas em mutações misense que afetam 13 genes 
codificadores de proteínas e as mutações que afetam os genes de rRNA ou tRNA, as quais 
exercem efeito global na síntese proteica mitocondrial (Shoffner e Wallace, 1995; Brown e 
Lott, 1996). 
 As mutações no DNAmt que causam as doenças de LHON, distonia e doença de 
Leigh, são bons exemplos da variabilidade clínica que pode acompanhar a mutação 
heteroplásmica missense. LHON e distonia podem causar a mesma mutação 
MTND6*LDYT14459A, uma transição de G para A no gene mitocondrial ND6 que 
codifica uma sub-unidade da NADH desidrogenase. Essa mutação converte uma alanina 
altamente conservada em uma valina. Pacientes portadores de LHON apresentam na meia 
idade, cegueira de início súbito causada por morte do nervo óptico. Pacientes com distonia, 
apresentam em idade prematura, desordem de movimento generalizada, fala comprometida, 
retardo mental e baixa estatura, frequentemente acompanhada por degeneração da glânglia 
basal cerebral. LHON está associado com uma baixa porcentagem de mutação no DNAmt, 
enquanto que a distonia está associada à alta porcentagem (Novotny, 1986; Jun et al., 1994; 
Shoffner, 1995). Mutações em genes mitocondriais de síntese proteica são capazes de 
produzir um complexo aglomerado de sintomas. Em casos severos, as mutações são 
heteroplásmicas e frequentemente causam anormalidades no sistema nervoso central (SNC) 
bem como miopatia mitocondrial com fibras áspero-vermelhas (Shoffner e Wallace, 1995; 
Brown e Lott, 1996), uma associação referida à encefalopatia mitocondrial. As 
manifestações do SNC podem incluir perda auditiva sensorial neural, epilepsia, epsódios do 




láctica e desordens endócrinas incluindo diabetes, também são comuns (Brown e Lott, 
1996). 
 As doenças de DNAmt, comumente tem um início tardio e são progressivas. Isso 
implica que a expressão fenotípica dessas doenças envolve dois fatores, a mutação 
predisponente e um fator relacionado à idade que causa um declínio na função 
mitocondrial, o que exacerba o defeito herdado (Brown e Lott, 1996). Doenças 
mitocondriais resultado de mutações em genes nucleares da fosforilação oxidativa, 
apresentam um padrão de herança Mendeliana. Uma mutação no gene que codifica a 
proteína estrututal de 18 Kd do complexo I, está associada à manifestação de hipotonia 
infantil, retardo mental, convulsões e degeneração da gânglia basal (van den Heuvel et al., 
1998). Outra mutação na protease adenosina trifosfato (ATPase), tem sido associada com 
paraplegia dominante espástico (Casari et al., 1998). Mutações em genes nucleares também 
podem empregar seus efeitos fenotípicos através de inativação indireta da fosforilação 
oxidativa ou desestabilização do DNAmt. A ataxia de Friedreich é uma doença autossômica 
recessiva que resulta em ataxia cerebelar, neuropatia periférica e cardiomiopatia 
hipertrófica. A frataxina, proteína mutante, é direcionada para a membrana mitocondrial 
interna onde transporta o ferro para fora da mitocôndria. Com a perda dessa proteína, o 
ferro se acumula na matriz mitocondrial, estimulando a conversão de H2O2 a OH• pela 
reação de Fenton. Isso inativa enzimas mitocondriais do centro Fe-S (complexos I, II e III e 
aconitase), o que por sua vez reduz a produção de energia mitocondrial (Rotig et al., 1997). 
 O início tardio e o curso progressivo das doenças mitocondriais, sugerem que a 
função mitocondrial deve decair com o avanço da idade. Esta hipótese encontra respaldo 
em inúmeras informações de declínio da atividade enzimática da fosforilação oxidativa em 
músculo esquelético, fígado e cérebro (Trounce et al., 1989) e o acúmulo de rearranjos de 
DNAmt somático nesses mesmos tecidos. O acúmulo de mutações no DNAmt somático 
pode ocorrer devido a dano gerado decorrente do ataque das espécies reativas de oxigênio 
na mitocôndria. O declínio da capacidade oxidativa decorrente do avanço da idade, 
degradaria a capacidade bioenergética do tecido até um certo limiar que resultaria em 
senescência. Esse mesmo declínio poderia interagir com os defeitos mitocondriais 




mitocondriais. As mutações no DNAmt somático, também tem sido relacionadas com 
vários tumores. Essa mutações incluem deleções intragênicas (Horton et al., 1996), 
missense (Polyak et al., 1998) e alterações na sequência polimérica que resulta em 
mutações framshift (Habano e Nakamura, 1998). A princípio, essas mutações poderiam 
contribuir para as transformações neoplásmicas por mudar a capacidade de energia celular, 
aumentando o estresse oxidativo mitocondrial e/ou modulando a apoptose. 
 
1.7. Biogênese mitocondrial  
 
 O evento de biogênese mitocondrial é um processo central muito regulado uma vez 
que envolve a expressão coordenada de dois genomas, o mitocondrial que codifica 13 
proteínas, e o nuclear, que codifica todas as outras proteínas necessárias ao processo. O 
ajuste muito fino entre núcleo e mitocôndria é essencial para que a eficácia do processo seja 
garantida. Um conjunto de fatores codificados no núcleo regulam coordenadamente a 
massa mitocondrial e função, em resposta a mudanças de disponibilidade de energia e 
demandas de crescimento, incluindo estresse metabólico celular, tal como a constante 
produção de EROs. O núcleo codifica fatores de transcrição e co-ativadores que governam 
a função mitocondrial, incluindo todas as proteínas envolvidas em replicação e transcrição 
do DNAmt, incluindo o fator de transcrição mitocondrial A (TFAM), que é essencial para a 
replicação e transcrição do DNAmt (Scarpulla et al., 2012). 
 Os fatores respiratórios nucleares, NRF1 e NRF2, foram os primeiros fatores 
transcricionais nucleares implicados no controle de múltiplas funções mitocondriais em 
vertebrados. NRF1, inicialmente identificado através da sua ligação com o promotor 
citocromo c, funciona como um regulador positivo da transcrição (Scarpulla, 2011). Ele age 
em genes codificadores de sub-unidades respiratórias (Kelly e Scarpulla, 2004). O NRF2 
humano foi identificado como um ativador transcricional da citocromo oxidase sub-unidade 
IV (COXIV). Evidências apontam que NRF1 e NRF2 desempenham um papel direto na 
expressão de todas as 10 sub-unidades codificadas no núcleo de citocromo c oxidase 




pode ser parte de um mecanismo coordenando a expressão da cadeia respiratória com a 
biogênese da organela. Deleções genéticas de NRFs e outros fatores respiratótios nucleares, 
tal como o gene da proteína repressora transcricional YY1, resultam em letalidade peri-
implantação em roedores (Donohoe, 1999; Huo e Scarpulla, 2001).  
 O PPARα (receptor peroxissomo proliferador-ativado α) é um membro da família 
de receptores nucleares (de nuclear receptors, NRs) incluindo o PPARβ (também 
conhecido como PPARδ) e PPARγ, um fator transcricional enriquecido em adipócitos, 
envolvido na diferenciação de adipócitos. Os PPARs ligam-se a elementos de resposta no 
DNA como heterodímeros com membros da família receptor retinóide x (RXR). Um 
aspecto interessante dos PPARs é que eles são ativados por uma gama de ácidos graxos, 
incluindo ligantes lipídicos, contudo os ligantes endógenos para os PPARs não foram 
claramente identificados. A ativação de PPARα e PPARβ por ligantes lipídicos promove 
um programa para mudanças de transdução no metabolismo lipídico celular para o controle 
transcricional da oxidação de ácidos graxos mitocondrial, uma fonte chave para produção 
de ATP em coração e músculo (Madrazo e Kelly, 2008). 
 PGC1α é um membro da família de coativadores transcricionais, a qual inclui 
PGC1β e mais distante PRC. Estudos de superexpressão em cultura de adipócitos 
(Puigserver, 1998), miócitos cardíacos (Lehman, 2000) e em camundongos transgênicos 
(Russell, 2004) demonstraram que PGC1α é capaz de dirigir virtualmente todos os aspectos 
da biogênese mitocondrial, incluindo ativação da cadeia respiratória e β-oxidação de ácidos 
graxos, aumento do número de mitocôndrias e aumento da capacidade respiratória, através 
de interação direta e co-ativação de PPARS, ERRs e NRF1/NRF2, dentre outros fatores 
transcricionais. A sinalização metabólica através de PGC1α ocorre, em parte, através de 
modificações pós-traducionais. Por exemplo, PGC1α é diretamente regulada pela 
deacetilação (por SIRT1) e fosforilação (por AMPK) em resposta a mudanças em nutrientes 
ou depleção energética (Gerhart-Hines, 2007; Jager, 2007). As vias de SIRT1 e AMPK 
também podem cooperar na promoção de biogênese mitocondrial cálcio-dependente em 
miócitos (Canto, 2009; Iwabu, 2010). O controle de PGC1α por AMPK e SIRT1 é 
sugestivo de uma ligação entre biogênese mitocondrial e vias de sinalização metabólica. 




calórica, enquanto sua superexpressão promove efeitos benéficos da restrição calórica, 
mesmo quando o camundongo é alimentado normalmente (Donmez e Guarente, 2010). 
 O AMPK serve como uma ligação entre a biogênese mitocondrial regulada por 
PGC1α e o coativador transcricional ativado por BREB, ou alvo para o complexo sensível a 
rapamicina I (TORC1). A sub-regulação de TORC1 promove autofagia, incluindo 
mitofagia, para aumentar a disponibilidade de intermediários de metabolismo sob 
condições metabólicas adversas. AMPK pode inibir o crescimento celular e promover 
autofagia através da inibição de TORC1 pela fosforilação direta de uma sub-unidade 
TORC1 (proteína regulatória associada a mTOR) (Gwinn, 2008) e por fosforilação 
regulador TDC2 (Inoki, 2003). A AMPK também pode estimular a destruição de 
mitocôndrias defeituosas através de mitofagia por fosforilação direta (Egan, 2011; Kim, 
2011), assim AMPK pode potencialmente aumentar a síntese de novas mitocôndrias através 
de sua ativação de PCG1α, e ao mesmo tempo promover a depuração de mitocôndrias 


























































































2.1. Objetivo Geral 
 
 Uma vez que resultados anteriores da literatura indicam que a proteína XPC pode 
modular o reparo de bases oxidadas via uma interação física e funcional com a DNA 
glicosilase OGG1, e que esta glicosilase desempenha um papel fundamental no reparo de 
lesões oxidadas no DNAmt, o objetivo deste trabalho é determinar se a ausência de XPC 
causa alterações genômicas e bioenergéticas em mitocôndrias de células humanas.   
 
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
• Determinar o consumo de O2 em células controle e XP-C; 
• Determinar a produção de EROs, bem como a atividade de enzimas do sistema 
antioxidante (SOD e GPx); 
• Determinar a quantidade de mitocôndrias em células controle e XP-C; 
• Analisar a expressão dos genes relacionados à biogênese mitocondrial; 
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3.1. Reagentes – A maioria dos reagentes utilizados nessa tese foram adquiridos das 
empresas Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), Life Technologies (Nova Iorque, EUA) e 
Merck (Darmstadt, Alemanha). Todos os reagentes utilizados nos experimentos dessa tese 
foram do mais alto grau de pureza necessário aos experimentos realizados. 
3.2. Meio de reação padrão – O meio de reação padrão possui a seguinte composição: 
sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10 mM, K2HPO4 2 mM, MgCl2 2 mM. Esse meio 
foi mantido a 37ºC e pH 7,2 para todos os experimentos envolvendo células 
permeabilizadas.  
3.3. Cultura de células – As linhagens celulares humanas, fibroblastos SV40-
transformados MRC-5 (controle) e XP4PA (XP-C) e os fibroblastos primários humanos 
AS405 (controle) e XP17VI (XP-C), primeiramente isolados pelo Prof. Dr. Alain Sarasin 
do Laboratório de Genética Molecular, Instituto de Pesquisa do Câncer, França, foram 
gentilmente fornecidos pelo Prof. Dr. Carlos Frederico Martins Menck do Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo. Todas as células foram mantidas em 
DMEN alta glicose suplementado com 10% SFB, penicilina 100 IU/mL e em streptomicina 
100 µg/mL, a 37° C em atmosfera com 5% CO2 até 80 % de confluência.   
3.4. Medida da atividade da enzima Citrato Sintase - A reação catalizada pela citrato 
sintase consiste na condensação do oxaloacetato à molécula de acetil-coenzima A e água, 
formando citrato mais CoA-SH. O ensaio para atividade da enzima consiste em promover a 
reação irreversível na qual o CoA-SH gerado reagirá com o DTNB (ácido 5,5-ditiobis(2-
nitrobenzóico)), produzindo o TNB (ácido tionitrobenzóico) mais CoA-S-S-TNB. A 
formação de TNB pode, então, ser seguida espectrofotometricamente 
 Esse ensaio enzimático foi adaptado à microplaca com base nos protocolos da 
empresa Oroboros® Instruments (Oroboros, 2010) e disponíveis on-line no site da própria 
empresa. Para a realização desse ensaio, foram utilizadas cerca de 8x106 células 
homogeneizadas em homogeneizador de vidro do tipo Potter-Elvehjem, em tampão PBS 
gelado. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 2 min a 4°C e o 
sobrenadante foi recolhido para as análises enzimáticas. A concentração protéica das 
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amostras foi determinada utilizando-se o método de Bradford (1976), com BSA como 
padrão. Em microplaca para espectro visível, foram pipetadas cerca de 3,0 µg de amostra 
em cada poço, sobre as quais foi adicionado um mix de reagentes contendo Tris-HCl 0,1 M 
(pH 7,1), oxaloacetato 250 µM, DNTB 100 µM e acetil-coenzima A 50 µM. Durante 5 
minutos foi monitorada a absorbância em 412 nm, a 30ºC, e calculada a inclinação por 
minuto do branco e das amostras.  
 Em seguida, utilizando-se o coeficiente de absortividade molar para o TNB (13,6 
mM-1 x cm-1), foram efetuados os cálculos até que se obtivesse o valor da atividade 
enzimática em mU/mL.  Foi feita a correção para o caminho óptico referente ao volume de 
0,2 mL utilizado nesse ensaio. Após a dosagem de proteína pelo método de Bradford 
(1976), os dados foram normalizados em relação à quantidade de proteína adicionada ao 
ensaio e a atividade final foi apresentada em mU/mg de proteína (nmoles/min/mg proteína).  
 
3.5. Determinação do número de cópias de DNAmt – As amostras de DNA foram 
isoladas através do Kit DNeasy Blood & Tissue  (Qiagen®, Germantown, MD) de acordo 
com as instruções do fabricante. A PCR quantitativa em tempo real (qPCR) foi realizada 
utilizando-se SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystem®, Foster City, 
California, USA) de acordo com instruções do fabricante. Resumidamente, em 25 µL de 
reação havia 12.5 µL 2X SYBR® Green PCR Master Mix, primers 5 pmol cada e 20 ng de 
DNA padrão. Os seguintes genes foram escolhidos para a análise da qPCR: HPRT para 
controle de carregamento do DNA nuclear, gene ND1 para número de cópias de DNAmt e 
gene ND4L para deleção de DNAmt. ND4L foi escolhido como um marcador de deleção 
devido a grande frequência de deleções na região genômica no qual esse gene está 
localizado em populações humanas (Damas et al., 2012). A sequência de primers pode ser 
encontrada na Tabela 1: 
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Tabela 1. Primers utilizados para qPCR para número de cópias de DNAmt. 
Gene alvo Símbolo oficial mRNA RefSeq Direção Sequência (5´-3´)
HPRT Hprt NM_000194.2 Sense TGA CAT GTG CCG CCT GCG AG
Antisense GTG GTC GCT TTC CGT GCC GA
ND1 ND1 NC_012920.1 Sense ACT ACG CAA AGG CCC CAA CG
Antisense GAG CTA AGG TCG GGG CGG TG
ND4L ND4L NC_011137.1 Sense AAC CCT CAA CAC CCA CTC CCT CTT
Antisense TAGGCC CAC CGC TGC TTC GC
 
3.6. Medida do consumo de oxigênio – O consumo de O2 em células permeabilizadas 
(2x106 cels/ml) foi monitorado através de um eletrodo Hansatech (Hansatech Instruments 
Limitted, Norfolk, UK) e em oxígrafo de alta resolução Oxygraph-2k, marca Oroboros 
(Oroboros Instruments, Innsbruck, AUT) com o uso do programa ao software DataLab 
versão 4.2.0.73 (Oroboros Instruments, Innsbruck, Áustria). As células foram 
permeabilizadas com 30 µM digitonina em 2 mL de meio de reação padrão contendo 5 mM 
de substrato respiratório para complexo I (glutamato, α-cetoglutarato, malato e piruvato). 
Foram feitas adições sequenciais de 100 µM ADP, 4 µM CAT e 1 µM FCCP. Este 
experimento foi realizado em eletrodo Hansatech. Para analisar os complexos II, III e IV, 
também foram utilizados 2 mL de meio de reação padrão e 30 µM digitonina, porém agora 
as adições sequenciais foram de: 5 mM succinato, 100 nM FCCP, 1 µM Antimicina A e 
200 µM TMPD + 2 mM Ascorbato. Este experimento foi realizado no oxígrafo Oroboros. 
Todas as análises foram feitas a 37 °C. 
3.7. Medida da atividade da enzima Citocromo c Oxidase - As medidas de atividade da 
citocromo c oxidase foram feitas com base no protocolo do kit comercial para esse ensaio 
enzimático (Sigma Product Information®, Cytochrome c Oxidase Assay Kit, Technical 
Bulletin). O princípio desse ensaio enzimático consiste em monitorar a queda no valor de 
absorbância em 550 nm, devido à oxidação, via atividade da citocromo c oxidase, do 
citocromo c reduzido adicionado ao ensaio. A reação está descrita a seguir (1) identificando 
a oxidação de ferrocitocromo c a ferricitocromo c.  
4 Fe+2-citocromo c (ferrociticromo c) + 4 H+ + O2  → 4 Fe+3-citocromo c (ferriciticromo c) + 4 H2O    (1) 
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 Para a realização desse ensaio, foram utilizadas cerca de 8x106 células 
homogeneizadas em homogeneizador de vidro do tipo Potter, em PBS gelado. A seguir, as 
amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 2 min a 4°C e o sobrenadante foi recolhido 
para as análises enzimáticas.  
 Em cubeta de 1,5 mL, com caminho óptico de 1 cm, a 25ºC, foram adicionados 
tampão de ensaio (Tris-HCl 10 mM, pH 7,0) com KCl 120 mM, tampão de diluição de 
amostra ou de enzima Tris-HCl 10 mM (pH 7,0) contendo sacarose 250 mM. Para a 
redução do ferrocitocromo c a ferricitocromo c foi adicionado DTT (ditiotreitol) 500 µM à 
solução estoque de ferrocitocromo c 0,22 mM. Após uma hora de incubação, uma alíquota 
diluída 20 vezes foi monitorada em dois comprimentos de onda (550 e 565 nm). A razão 
entre os valores de absorbância nesses dois comprimentos de onda (A550/A565) deve estar 
entre 10 e 20 para que o reagente alcance uma taxa de redução apropriada para seu uso 
nesse ensaio. Aos tampões do ensaio foi adicionado citocromo c reduzido 1 µM e 
monitorada a variação de absorbância em função do tempo em 550 nm. A diferença nos 
coeficientes de absortividade molares (∆ε) entre o estado reduzido e oxidado do citocromo 
c é de 21,84 mM. O volume final do ensaio foi de 1,1 mL.  
Após a obtenção da variação de absorbância por minuto, aplicamos a fórmula geral 
para ensaios enzimáticos mostrada a seguir (2). 
 






                                           (2)            
 
 
Sendo:           
 
 ∆Abs/min = Abs amostra/min – Abs branco/min 
 VT = Volume total do ensaio (mL) 
 1000 = fator de diluição para converter a L 
 ε = coeficiente de absortividade molar, em mM-1 x cm-1 
 c = caminho óptico, em cm 
 VA= Volume da amostra adicionada, em mL 
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Omitimos o fator de diluição 1000 para a conversão a litro (L). Dessa forma, tem-se 
o valor de atividade enzimática em U/mL, o que facilita a divisão pela concentração de 
proteína, que está em mg/mL, anulando o termo mL. 
 Os dados de U/mL foram normalizados em relação à quantidade de proteína (em mg) 
adicionada ao ensaio e a atividade final foi apresentada em mU/mg de proteína 
(nmoles/min/mg proteína). 
3.8. Medida da captação de íons Ca2+ - Células (4x106 ou 8x106) foram adicionadas em 
meio de reação padrão, contendo Calcium Green 0,2 µM, um marcador fluorescente que se 
liga ao cálcio presente no meio e promove um aumento na fluorescência de emissão, 
tapsigargina 2 µM (previne a captação de Ca2+ pelo retículo endoplasmático), oligomicina 1 
µg/mL (para inibir a ATP sintase, uma vez que a captação de Ca2+ pelo retículo 
endoplasmático depende de ATP) e/ou CsA 0,5 µM ou ADP 500 µM. Os experimentos 
foram conduzidos em espectrofluorímetro Hitachi F-4500 (Hitachi, Tóquio, Japão) com 
excitação a 506 nm e emissão a 532 nm, com largura de fenda de 2,5 nm. 
3.9. Análise da produção de radical ânion superóxido (O2•-) – Para a quantificação do 
O2.-, as células MRC-5 e XP4PA foram lavadas com PBS gelado e tripsinizadas. Logo 
após, elas foram tratadas com 5 µM MitoSOX, 5 µM Antimicina A (inibidor do complexo 
III da CTE) e 5 µM DPI (inibidor da NADPH oxidase) por 30 minutos a 37°C. Depois do 
tratamento, as amostras foram analisadas no canal FL-2 do citômetro de fluxo de acordo 
com protocolos estabelecidos (Payne et al., 2007). 
3.10. Análise da produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) – A produção de H2O2 
pelas células MRC-5 e XP4PA foi monitorada espectrofluorimetricamente em 
espectrofluorímetro F-4500 (Hitachi, Japão) usando Amplex Red® (N-acetil-3,7-
dihydroxyphenoxazine) 10 µM na presença de peroxidase 1 U/mL (Zhou et al., 1997). A 
fluorescência foi monitorada em 563 nm para excitação e 587 nm para emissão, com a 
largura da fenda de 2,5 nm. A calibração foi feita pela adição de concentrações conhecidas 
de peróxido de hidrogênio. Os experimentos foram conduzidos a 37ºC em solução 
balanceada de Hank´s (HBSS) suplementado com 10 mM (N-[2-hydroxyethyl]piperazine-
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N, -[2-ethanesulfonic acid]; HEPES). O cálculo das velocidades foi realizado considerando-
se os dois minutos finais de traçado, nos quais é feita a regressão linear e, a partir da 
equação da reta obtida para o intervalo de tempo adotado, são calculadas as variações de 
fluorescência por unidade de tempo. Com a calibração feita com H2O2 e AmplexRed, na 
presença de peroxidase (HRP), os valores de fluorescência por unidade de tempo (unidades 
arbitrárias/min) foram convertidos a valores de quantidade por unidade de tempo 
(pmol/min). A catalase foi utilizada para dar a certeza de que a espécie reativa sendo 
formada era H2O2. 
3.11. Medida da atividade da enzima Superóxido Dismutase (SOD) – A medida da 
atividade de SOD foi determinada pelo Kit SOD activity colorimetric assay kit (Abcam®, 
Cambridge, MA, EUA) de acordo com instruções do fabricante.  
3.12. Medida da atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx) -  O ensaio para a 
atividade da enzima glutationa peroxidase foi realizado com base em Lawrence e Burk 
(1976). Foram utilizadas cerca de 8x106 células homogeneizando-as em 1 mL de PBS 
gelado. Foram utilizados 25 µL do homogenato para os ensaios, representando, 
aproximadamente, 100 µg de proteína total.  
 Em cubeta de quartzo de 1,5 mL, com caminho óptico de 1 cm, a 25ºC, foram 
adicionados tampão fosfato dibásico de potássio 100 mM (pH 7,7), EGTA 1 mM, NaN3 1 
mM, H2O2 250 µM, NADPH 150 µM, glutationa redutase (GR) 60 mU/mL e glutationa 
reduzida (GSH) 5 mM. O volume final do ensaio foi 1,0 mL.  
 Após a adição dos reagentes descritos, exceto GSH, monitorou-se o branco da reação 
na presença de excesso de GR, em 340 nm. Em seguida, adicionou-se GSH e foi 
monitorada, durante 1 minuto, a queda na absorbância de NADPH devido à atividade da 
enzima GR. Foram adicionados 25 µL de homogenato celular (aproximadamente 100 µg de 
proteína) a fim de monitorar a atividade total (GR+GPx). Como havíamos monitorado a 
atividade da enzima GR anteriormente, com excesso da mesma, a fim de que ela não fosse 
fator limitante para a reação, descontamos sua atividade da atividade total, obtendo a 
atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx). Para os cálculos da ativividade, em 
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mU/mg de proteína, foi utilizado o mesmo procedimento descrito para a a atividade de 
Citocromo c Oxidase. 
3.13. Análise de dano ao DNA por XL-PCR – As amostras de DNA foram isoladas 
através do Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen®, Germantown, MD) de acordo com as 
instruções do fabricante. A PCR foi conduzida de acordo com Santos et al. (2012) com 
pequenas modificações. Cada 50 µL de reação continha 15 µL de tampão 3.3X XL PCR, 
2.6 µL de 25 mM de acetato de magnésio (1.3 mM), 0.5 µL de 10 mg/mL de albumina 
sérica bovina (0.1 mg/mL), 2 µL de 10 µM primer cada (20 pmol), 4 µL de 2.5 mM dNTP 
(200 nM), 5 µL de 0.2 U/µL rTth DNA polimerase XL (1 U) e 5 µL de 3 ng/µL DNA 
padrão (15 ng). Uma etapa de anelamento de 30 s a 64°C e um aumento na etapa de 
desnaturação para 30 s foram adicionadas aos parâmetros do ciclo. Os produtos da reação 
foram submetidos à separação eletroforética em gel de agarose 0,8% a 5 V/cm por 4 h em 
tampão TAE (40 mM Tris-acetato pH 7.8, 1 mM EDTA). O gel foi corado em 2 mg/L de 
brometo de etídeo por 30 min e lavado em água deionizada por 10 min. As imagens foram 
captadas em ImageQuant 300 (GE Life Sciences) e analisadas em ImageJ. O padrão de 
carregamento de DNA foi corrigido pelo método ΔΔCt da qPCR para número de cópias de 
DNAmt (Damas et al., 2012). 
3.14. Análise da expressão de genes envolvidos na biogênese mitocondrial – a 
extração do RNA foi realizada através do Kit RNeasy Micro Kit, Qiagen® (Germantown, 
MD) cuja tecnologia permite a purificação do RNA (máximo 45 µg) de pequenas 
quantidades de tecidos e células. Os níveis de mRNA de PGC1α, NRF1, NRF2, PPARα, 
AMPK, SIRT1, SIRT3 e SDHA foram medidos pelo ensaio quantitativo qRT-PCR, com 
primers específicos para os mRNAs desses genes e β-actina como controle de 
carregamento. O RNA total extraído das células MRC-5, XP4PA, AS405 e XP17VI foi 
convertido a cDNA pelo Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription® (Applied 
Biosystems, Foster City, California, EUA). O Power SYBR Green PCR Master Mix® 
(Applied Biosystems, Foster City, California, EUA) foi utilizado nesses ensaios. Cycling e 
reading foram realizados no equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied 
Biosystems, Foster City, California, EUA) de acordo com protocolos padrão do 
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equipamento. A análise dos dados foi realizada como previamente descrito (Pfaffl, 2001).  
A sequência de primers pode ser encontrada na Tabela 2:  
Tabela 2. Primers utilizados para qRT PCR para expressão de genes de biogênese 
mitocondrial 
Gene alvo Símbolo oficial mRNA RefSeq Direção Sequência (5´-3´)
β-actin ACTB NM_001101.3 Sense CTC TTC CAG CCT TCC TTC CT
Antisense AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG
PGC1α PPARGC1A NM_013261.3 Sense AGA CAC CGC ACG CAC CGA AAT
Antisense AGC TGT CAT ACC TGG GCC GAC G
NRF1 NRF1 NM_005011.3 Sense CTC TGA GAA CTT CAT GGA GGA ACA
Antisense GGT GTC CTC GGG AGA AGA AAG
NRF2 NFE2L2 NM_006164.4 Sense TAC TCC CAG GTT GCC CAC A
Antisense CAT CTA CAA ACG GGA ATG TCT GC
PPARα PPARA NM_005036.4 Sense GTC TCC CAG TGG AGC ATT GA
Antisense ACC AGC TTG AGT CGA ATC GT
AMPK PRKAA1 NM_006251.5 Sense TCT GTA AGA ATG GAA GGC TGG A
Antisense GGA CCA CCA TAT GCC TGT GA 
SIRT1 sirtuin 1 NM_012238.4 Sense TGG GTA CCG AGA TAA CCT TCT
Antisense TGT TCG AGG ATC TGT GCC AA
SIRT3 sirtuin 3 NM_012239.5 Sense CAC AGT CTG CCA AAG ACC CT
Antisense CAA TGT CGG GCT TCA CAA CG
SDHA succinate dehydrogenase complex NM_004168.2 Sense CCT TTC TGA GGC AGG GTT TA
subunit A, flavoprotein (Fp) Antisense AGA GCA GCA TTG ATT CCT CC
 
3.15. Isolamento da mitocôndria da célula – As células foram tripsinizadas, lavadas em 
tampão MSHE (210 mM manitol, 70 mM sacarose, 10 mM HEPES-KOH pH 7,4, 1 mM 
EGTA, 2 mM EDTA) suplementado com 0,15 mM espermina, 0,75 mM espermidina, 5 
mM DTT e coquetel inibidor de protease (Roche) adicionado antes do uso e 
homogeneizado com homogeneizador Potter-Elvehjem glass/glass. As células foram 
sujeitas a um suave tratamento com digitonina antes da homogeneização para garantir a 
permeabilização da membrana plasmática, verificada através da coloração com azul de 
tripan. O homogenato foi centrifugado a 700 g por 12 min, e o sobrenadante foi transferido 
para um novo tubo. O pellet da primeira centrifugação foi homogeneizado novamente, 
centrifugado a 700 g e o sobrenadante foi associado e centrifugado a 9.000 g. O pellet 
resultante (fração mitocondrial bruta) foi ressuspenso em gradiente 1:1 Percoll/2XMSHE 
em tubo de ultracentrifugação e colocado sobre uma solução de 1:1 Percoll:2X MSHE e 
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centrifugado a 50,000 g por 1 h 10 min. A camada mitocondrial foi coletada, lavada em 1X 
MSHE e ressuspensa em MSHE, snap-congelado, e estocado a -80 °C. O pellet contendo a 
fração nuclear foi utilizado como controle de carregamento para checar a pureza da fração 
mitocondrial. A concentração de proteína das frações nuclear e mitocondrial foi 
determinada pelo método de Bradford (Ensaio Proteico Bio-Rad, Bio-Rad) usando BGG 
como padrão e estocado a -80°C até o uso.   
3.16. Western blotting para localização de XPC – As frações nuclear e mitocondrial 
foram diluídas em tampão de carregamento proteico contendo SDS com β-mercaptoetanol e 
aquecidas a 95°C por 10 minutos. Os extratos foram separados usando SDS-PAGE 
utilizando protocolos padrão. As proteínas foram transferidas para membranas PVDF (0,2-
µm) em tampão de transferência contendo 10–20% metanol. As membranas foram 
bloqueadas em 5% de leite em TBS-T, tanto em 1–2 h em temperatura ambiente ou 
overnight a 4°C. Incubações com anticorpos primários foram realizadas em 1% de leite em 
TBS-T, tanto em 1–2 h em temperatura ambiente ou overnight a 4°C, com os seguintes 
anticorpos: anti-Lamina B2 (X223) (1:1000; mouse sc-56147 de Santa Cruz Biotechnology, 
Inc), anti-PCNA (F-2) (1:1000; mouse sc-25280 de Santa Cruz Biotechnology), anti-ATPB 
[3D5] (1:1000; mouse ab-14739 de Abcam), anti-VDAC1 (D-16) (1:500; goat sc-32063 de 
Santa Cruz Biotechnology), anti-Mitofusina 1 (H-65) (1:500; rabbit sc-50330 de Santa 
Cruz Biotechnology) e anti-XPC (1:400; rabbit ab21078 de Abcam). Depois da lavagem 
com TBS-T, anticorpos secundários apropriados ligados a peroxidase de raiz foram 
adicionados em diluição de 1:5000 (bovine anti-goat, goat anti-rabbit e goat anti-mouse: 
Santa Cruz Biotechnology) em 1% de leite em TBS-T. Membranas foram então lavadas 
repetidamente com TBS-T e vizualizadas usando Amersham ECL Plus (GE Healthcare). 
Porcentagem dos géis – 10%. 
3.17. Imunofluorescência para localização de XPC – Células controle e XP-C foram 
semeadas numa concentração de 250.000 cels/well numa lâmina de vidro circular (12 mm 
de diâmetro) em placas de 24 poços (Deckglaser, Knittel Glaser, GER). Ao atingirem cerca 
de 80% de confluência, as células foram lavadas com PBS 1x contendo cálcio e magnésio e 
fixadas com metanol gelado (-20ºC) por 10 min a temperatura ambiente e posteriormente 
bloqueadas com tampão (PBS, BSA 2% e 0-0.05% Tween) por 1 h. Anticorpos monoclonal 
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mouse anti-XPC e monoclonal rabbit anti-piruvato desidrogenase E1-alpha (Abcam, 
Cambridge, MA, EUA) foram diluídos 1:50 e 1:250 respectivamente, e incubados 
overnight a 4°C. Anticorpo secundário anti-mouse Alexa 594 e anti-rabbit Alexa 488 
(Invitrogen; San Diego, CA, EUA) foram diluídos 1:200 e aplicados por 1h a temperatura 
ambiente. Os slides foram montados com Vectashield Mounting Medium com DAPI 
(Vetor). As imagens foram adquiridas em um mocroscópio Zeiss Axio Observer.A1 
Inverted (Zeiss, GER) sob campo microscópico (X630). 
3.18. Análises estatísticas – As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o 
software SigmaStat versão 3.5 (Systat Software, Chicago, IL, EUA). Os dados 
experimentais foram expressos como sendo a média dos valores ± erro padrão da média 
(média ± e.p.m.), submetidos ao teste t-Student não-pareado. Todas as figuras apresentadas 
nos resultados são representativas de pelo menos três experimentos independentes. Foi 






































4.1. Atividade enzimática de citrato sintase em células controle e XP-C 
 
A atividade da enzima citrato sintase (CS) é comumente utilizada como um 
indicador de número de mitocôndrias, uma vez que esta é expressa constitutivamente, e não 
parece variar em inúmeras condições experimentais já investigadas (Booth e Kirby, 1991). 
Uma vez que nosso objetivo era avaliar a função mitocondrial em células deficientes em 
XPC, iniciamos medindo a atividade de CS em fibroblastos humanos normais, MRC-5, e 
XP-C, XP4PA, utilizando um ensaio que monitora a conversão de DTNB (5,5-dithiobis(2-
ácido nitrobenzóico), produzindo TNB (ácido tionitrobenzóico) pela citrato sintase. Este 
ensaio buscou verificar se havia diferença no número de mitocôndrias entre as duas 
linhagens. O resultado apresentado na Figura 1 mostra que as células XP-C possuem 
metade da atividade de citrato sintase comparada ao controle, sugerindo que há menos 












































Figura 1.  Atividade de citrato sintase (mU/mg de proteína) em células controle e XP-C. Em tampão 
Tris-HCl 0,1 M (pH 8,1), a 30ºC, foi monitorada, durante 5 minutos (412 nm), a conversão de DTNB a TNB 
pela enzima citrato sintase. Cerca de 3,0 µg de proteína total da célula foi utilizada para o ensaio. Os valores 





4.2. Número de cópias de DNAmt 
 
Outro indicador quantitativo do número de mitocôndrias por célula, é o número de 
cópias de DNAmt. Desta forma, medimos, usando PCR quantitativo, o número de cópias de 
DNAmt em células normais e XP-C. Curiosamente não encontramos diferenças entre as 
células controle e XP-C (Figura 2). Contudo o gene ND4L, que se localiza em uma região 
do genoma mitocondrial frequentemente deletada em populações humanas normais, estava 
significativamente diminuído quando comparado ao gene ND1, localizado em uma região 
raramente deletada em populações humanas normais (Damas et al., 2012). Essa observação 



































































Figura 2.  Número de cópias de DNA mitocondrial em células controle e XP-C. Amplificação relativa do 
gene ND1 (DNAmt) versus gene HPRT (DNA nuclear) Quantificação relativa do gene ND4L (frequentemente 
deletado) versus gene ND1 (raramente deletado). Os valores Ct foram analisados pelo método ∆∆Ct. Os 






4.3. Consumo de oxigênio do complexo I de células controle e XP-C  
 
Para avaliar o efeito da ausência de XPC na função mitocondrial, inicialmente 
medimos o consumo de oxigênio por células permeabilizadas, na presença de substratos 
respiratórios que geram NADH, ou seja, que fornecem elétron para a cadeia transportadora 
de elétrons através da NADH desidrogenase, ou complexo I. As taxas de respiração do 
complexo I de células XP-C e controle foram comparadas em condições basais; após a 
permeabilização da membrana plasmática para o aporte dos substratos respiratórios 
(digitonina); em estado III, fosforilativo (ADP), em estado IV, não fosforilativo (CAT); e a 
velocidade máxima de respiração (FCCP) (Figura 3A). A partir desses dados, foi então 
calculado o controle respiratório (Figura 3B). Pôde-se observar uma diminuição 
significativa nos estados basal, permeabilizado com digitonina, estimulado com ADP e 
desacoplado por FCCP, bem como menor controle respiratório. Este resultado indica 




4.4. Atividade enzimática de citocromo c oxidase de células controle e XP-C 
 
A diminuição da respiração via complexo I das células XP-C poderia ser decorrente 
de uma baixa atividade da enzima citocromo c oxidase, subunidade catalítica I (COX), uma 
das duas subunidades catalíticas do complexo IV da CTE, que cataliza a transferência final 
dos elétrons vindos através dos outros complexos respiratórios para o oxigênio molecular. 
Desta forma, alterações na atividade de COX poderiam limitar o consumo de oxigênio, 
independente do ponto de entrada de elétrons na CTE. O resultado da Figura 4, contudo, 
revela que não há diferenças na atividade de COX entre as células XP-C e controle, o que 
indica que a deficiência de consumo de oxigênio do complexo I não é devido à baixa 










































































Figura 3. Taxas de consumo de oxigênio via complexo I de células controle e XP-C. Painel A: Figura 
representativa do experimento de consumo de oxigênio, nas condições descritas na seção Material e Métodos. 
As setas indicam a adição de 4x106 células, em meio de reação padrão com adições subsequentes de 30 µM 
Digitonina, 100 µM ADP, 4 µM CAT e 1 µM FCCP. Painel B: Taxas de consumo de oxigênio e controle 






















































Figura 4. Medida da atividade de Citocromo c Oxidase. Para monitorar a atividade de citocrormo c 
oxidase, 10 µg de proteína celular total foi adicionada em 10 mM tampão Tris-HCl (pH 7,0) contendo 250 
mM sacarose e 1 mM de citocromo c reduzido por 0,5 mM DTT. A redução nos valores de absorbância, 
devido à oxidação do ferrocitocromo c a ferricitocormo c foi monitorada a 550 nm em espectrofotômetro 














4.5. Consumo de oxigênio via complexos II, III e IV de células controle e XP-C 
 
Uma vez que a respiração via complexo I estava menor em células XP-C, e que esse 
decréscimo não era devido à alterações na atividade de COX, nós partimos para a 
investigação dos demais complexos respiratórios. Diferentemente do que ocorre no 
complexo I, nos complexos II, III e IV, a taxa de consumo de O2 de células XP-C estava 
maior comparada a células controle, utilizando succinato como substrato respiratório, que 
alimenta a CTE através da transferência de elétrons via succinato desidrogenase, ou 
complexo II. Também observamos uma taxa respiratória aumentada na presença de 
antimicina A, que inibe a passagem de elétrons entre os complexos I/III e II/III, e em 
condições de desacoplamento na presença de FCCP. Por outro lado, não foi observada 
diferença significativa na situação em que TMPD/Ascorbato foi usado como substrato 
respiratório, alimentando diretamente o complexo IV, confirmando mais uma vez, que a 
atividade deste complexo esta preservada em células XP-C (Figura 5A e B). 
Esses resultados sugerem que a mitocôndria de XP-C pode estar num processo 
adaptativo, numa tentativa de suprir a deficiência do complexo I e assim reduzir ou previnir 
o déficit bioenergético da mitocôndria, pois se houvesse um problema generalizado na 
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Figura 5. Taxas de consumo de O2 dos complexos II, III e IV em células controle e XP-C. Painel A: 
Figura representativa do experimento de consumo de O2. As setas indicam a adição de 4x106 células, em meio 
de reação padrão com adições subsequentes de 30 µM Digitonina, 5 mM succinato, 1 µM Antimicina A e 200 
µM TMPD + 2 mM Ascorbato. Painel B: Taxas de consumo de O2. Os valores são apresentados como média 







4.6. Captação de Ca2+ de células controle e XP-C 
 
O controle da concentração intracelular de Ca2+ livre é fundamental para a 
homeostase celular, uma vez que a ligação deste íon a moléculas sinalizadoras participa do 
controle de vários processos celulares essenciais, como expressão gênica e controle de 
fluxo metabólico (Carafoli, 1987). Em células de mamíferos, as mitocôndrias participam 
ativamente do controle da concentração de Ca2+ através da ação de transportadores 
localizados na membrana mitocondrial interna, dependentes ou não de voltagem (Carafoli, 
1987; Gunter e Gunter, 1994). Desta forma, avaliamos a capacidade de mitocôndrias de 
células normais e XP-C captarem e reterem concentrações fisiológicas de Ca2+, na presença 
de tapsigargina, que inibe a captação de Ca2+ pelo retículo endoplasmático e oligomicina, 
inibidora da ATP sintase. Para isso, células XP-C e controle foram submetidas a adições 
sequenciais de 5 µM de Ca2+. Enquanto as células controle conseguiam captar até 25 µM de 
Ca2+, as células XP-C não eram capazes de captar nem mesmo 5 µM, indicando que a 
mitocôndria de células XP-C eram mais sensíveis à permeabilização da membrana 
mitocondrial induzida por Ca2+ (Figura 6A).  
Esse efeito é, geralmente, atribuído à abertura de poros constituídos por agregados 
protéicos, envolvendo a oxidação de grupos sulfidrila de proteínas de membrana e à ligação 
de Ca2+, conhecidos como poros de transição de permeabilidade mitocondrial, ou TPM 
(Transição de Permeabilidade Mitocondrial). Entretanto, quando inibidores clássicos da 
TPM (CsA - Figura 6B ou ADP - Figura 6C), foram adicionados, a sensibilidade ao Ca2+ 
observada em células XP-C não mudou, indicando que a menor capacidade de captar e reter 
Ca2+ em células XP-C não está relacionada a indução de TPM.  
Para esclarecer a possibilidade dessa sensibilidade ao Ca2+ ser devido ao menor 
número de mitocôndrias da célula XP-C, resultado mostrado pela atividade de citrato 
sintase, nós tentamos igualar o número de mitocôndrias das duas células, colocando assim, 
o dobro de células XP-C (8x106) para captar a mesma quantidade de Ca2+. Sob essa 
condição, nós pudemos observar que as células XP-C, providas com o dobro de 
mitocôndrias das células controle, eram capazes de captar Ca2+ em quantidades similares à 
célula controle (Figura 7A). O mesmo ocorreu na presença de CsA (Figura 7B) e ADP 




permeabilização da membrana mitocondrial induzida por Ca2+ poderia ser explicada, pelo 











































































































Figura 6. Captação de Ca2+em células controle e XP-C. 4x106 células foram adicionadas ao meio de reação padrão (37°C) contendo 5 
mM de substrato respiratório para complexo I, 1µg/mL Oligomicina, 2 µM Thapsigargina e 0,2 mM Calcium Green Painel A: Depois da 
adição de células, 30 µM digitonina foi usada para permeabilizar a membrana plasmática. Adições sucessivas de Ca2+ (5 µM) foram feitas 
e 1 µM de FCCP foi adicionado ao final do experimento para dissipar o potencial de membrana. Painel B: Mesmo experimento do painel 
(A), porém ambas as células estavam na presença de 1 µM CsA. Painel C: Mesmo experimento do painel (A), porém ambas as células 
















































































Figura 7. Captação de Ca2+ em células controle e XP-C (dobro de células do controle). 4x106 (MRC-5) e 8x106 (XP4PA) células 
foram adicionadas ao meio de reação padrão (37°C) contendo 5 mM de substrato respiratório para complexo I, 1µg/mL Oligomicina, 2 
µM Thapsigargina e 0,2 mM Calcium Green. Painel A: Depois da adição de células, 30 µM digitonina foi usada para permeabilizar a 
membrana plasmática. Adições sucessivas de Ca2+ (5 µM) foram feitas e 1 µM de FCCP foi adicionado ao final do experimento para 
dissipar o potencial de membrana. Painel B: Mesmo experimento do painel (A), porém ambas as células estavam na presença de 1 µM 
CsA. Painel C: Mesmo experimento do painel (A), porém ambas as células estavam na presença de 500 µM ADP. Essas são figuras 







4.7. Produção do radical ânion superóxido (O2•-) em células controle e XP-C  
 
Em células aeróbicas, a mitocôndria representa um sítio quantitativamente 
importante de geração de EROs, através do escape de elétrons para o oxigênio molecular 
nos complexos I e III (Kowaltowski et al., 2009). Uma vez que observamos que células XP-
C apresentavam uma taxa de consumo de oxigênio diminuída quando alimentadas com 
substratos de complexo I, nós hipotetizamos que parte dos elétrons alimentados via esse 
complexo poderiam estar escapando da CTE, resultando em uma maior produção de EROs. 
Desta forma, analisamos os níveis de produção de EROs, começando pelo O2•-, que é a 
primeira espécie a ser formada após a transferência de 1 elétron para o O2. Os resultados 
apresentados na Figura 8 mostram que, na presença de antimicina A (inibidor specífico do 
complexo III da CTE) e DPI (inibidor da NADPH oxidase), havia um aumento significativo 
na produção de O2•-, medida pela oxidação do indicador fluorescente MitoSOX, em células 




















































Figura 8. Produção de radical ânion superóxido (O2-•).  Células controle e XP-C foram tripsinizadas e 
1x106 foram tratadas com 5 µM Antimicina A, 5 µM DPI e 5 µM MitoSOX em 500 µL de meio DMEN alta 
glicose por 30 min. As amostras foram analisadas em citômetro de fluxo, canal FL-2. Os valores são 




4.8. Produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) em células controle e XP-C 
 
Na matriz mitocondrial, a maioria do O2•- produzido é rapidamente dismutado a 
H2O2 pela ação da enzima superóxido dismutase. Portanto, medimos então a produção de 
H2O2 em células intactas, monitorando a oxidação do indicador fluorescente Amplex red® 
ao longo de 10 minutos de incubação (Figura 9A). Depois de realizada a calibração com 
concentrações conhecidas de H2O2, um aumento significativo na taxa de geração de H2O2 
pôde ser claramente observado na célula XP-C (Figura 9B). A adição de catalase foi 
utilizada para garantir que a espécie reativa sendo formada era H2O2, uma vez que esta 













































Figura 9. Produção de peróxido de hidrogênio (H2O2). Para analisar a produção de H2O2, 4x106 foram incubadas na 
presença de 2 mL de Solução Balanceada de Hank´s (HBSS), 10 µM Amplex Red, 1 U/mL peroxidase e/ou 5.000 U/mL 
catalase, com excitação e emissão de 563 e 587 nm, respectivamente. Painel A: Figura representativa. Painel B: Taxas de 
produção de H2O2, calculadas depois da calibração realizada com concentrações conhecidas de H2O2 e já descontado o 






4.9. Atividade de enzimas antioxidantes em células controle e XP-C 
 
Os resultados apresentados nas figuras 8 e 9 indicaram que células XP-C produzem 
mais EROs do que células controle. Nessas condições, é comum se observar respostas 
celulares adaptativas, como um aumento na atividade de enzimas envolvidas na 
detoxificação dessas espécies (Skulachev, 2013). Portanto, para obtermos um perfil mais 
completo do balanço redox das células XP-C, nós analisamos a atividade das principais 
enzimas envolvidas em detoxificação de O2•- e H2O2 em mitocôndrias, a superóxido 
dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx), respectivamente. Os resultados obtidos 
indicaram que ambas as enzimas SOD (Figura 10A) e GPx (Figura 10B) apresentavam 
atividade reduzida em células XP-C quando comparadas a células normais. Esses resultados 
sugerem que as células XP-C estão em uma condição de desbalanço redox, ou estresse 
oxidativo, uma vez que a taxa de produção de EROs está aumentada e a atividade das 



















































































Figura 10. Atividade de Superóxido Dismutase (SOD) e Glutationa Peroxidase (GPx). Painel A: A 
atividade de SOD foi realizada através do kit Abcam® de acordo com as instruções do fabricante. Painel B: 
Para monitorar a atividade de GPx, 100 µg de proteína celular total foi adicionada em 100 mM tampão fosfato 
dibásico de potássio (pH 7.7), 1 mM EGTA, 1 mM NaNO3, 250 mM H2O2, 150 mM NADPH, 60 mU/mL 
glutationa redutase (GR) e 5 mM glutationa reduzida (GSH). A redução nos valores de absorbância, devido à 
oxidação do NADPH a NADP+ foi monitorada a 340 nm em espectrofotômetro termostatizado a 25°C. Os 







4.10. Análise do número de lesões bloqueadoras de polimerases em DNA em células 
controle e XP-C 
 
Em condições de desbalanço redox mitocondrial, um dos principais alvos do ataque 
de EROs é o DNAmt, uma vez que este se encontra fisicamente associado à face interna da 
membrana mitocondrial interna, próximo do sítio de geração dessas espécies. Desta forma, 
nós hipotetizamos que o DNAmt de células XP-C deveria acumular um número maior de 
lesões oxidadas quando comparado ao de células normais, que apresentam taxas de 
produção de EROs menores. Para testar esta hipótese, nós realizamos o experimento de 
amplificação relativa de fragmento longo de DNA por XL-PCR que detecta lesões no DNA 
que estejam bloqueando a progressão da polimerase termoestável da Thermus themophillus.  
Desta forma, a quantidade de amplificação é inversamente proporcional à quantidade de 
lesões no DNA. Como mostrado na Figura 11, o DNA mitocondrial de células XP-C 
apresenta um número significativamente maior de lesões do que o de células controle. Por 
outro lado, o DNA nuclear de ambas as células apresentou níveis similares de lesões 









































































Figura 11. Medida do número de lesões bloqueadoras de polimerases em DNA por XL-PCR. A 
amplificação de um fragmento de 16,3 kbp de DNAmt foi realizada como descrito. A quantidade de DNAmt 
nas amostras foi ajustada com os valores de ∆∆Ct ND1/HPRT como normalizador. Por sua vez, a 
amplificação do fragmento de 10,4 kbp de nDNA (HPRT) foi normalizada pela média dos Ct de HPRT cada 
linhagem. Os resultados apresentados representam a media + e.p.m. de 3 experimentos independentes 
considerando significativo* p<0,05. 
 
 
4.11. Atividade enzimática de citrato sintase em células primárias controle e XP-C  
As linhagens celulares utilizadas nos experimentos anteriores (MRC-5 e XP4PA) 
são oriundas de dois indivíduos diferentes. Portanto, é possível supor que as diferenças no 
número e função mitocondriais observadas entre as linhagens fosse devido à variações 
inter-individuais não diretamente relacionadas à presença ou ausência de XPC, que é o 
objetivo deste estudo. Para testar esta hipótese, nós realizamos experimentos utilizando um 
outro par de células, obtidos de indivíduos diferentes, e não relacionados aos doadores das 
linhagens anteriores. Além disso, utilizamos linhagens de fibroblastos primários, não 




imortalização. Desta forma, experimentos foram realizados utilizando as linhagens AS405 
(controle) e XP17VI (XP-C). Inicialmente, medimos a atividade de CS e análogo ao 
observado para o par de linhagens imortalizadas, células XP-C primárias também possuem 
menor atividade de citrato sintase (Figura 12), sugerindo também um número menor de 











































Figura 12. Atividade de citrato sintase em células primárias controle e XP-C. Em tampão Tris-HCl 0,1 M 
(pH 8,1), a 30ºC, foi monitorada, durante 5 minutos (412 nm), a conversão de DTNB a TNB pela enzima 
citrato sintase. Cerca de 3,0 µg de proteína total da célula foi utilizada para o ensaio. Os valores são 







4.12. Número de cópias de DNAmt em células primárias controle e XP-C 
 
Uma vez observado que a atividade de CS estava diminuída, nós realizamos o 
experimento do número de cópias de DNAmt nas células primárias, e os resultados, 
apresentados na Figura 13, mostraram que células XP-C apresentam menor número de 
cópias de DNAmt, o que diferiu do observado em células imortalizadas, que não 
apresentavam diminuição no número de cópias de DNAmt. Por outro lado, a análise de 
deleções do DNAmt em células primárias revelou também uma amplificação relativa 
menor da região do gene ND4L, indicando um aumento do número de cópias deletadas. Em 
conjunto com os resultados obtidos com o par MRC5/XP4PA, esses resultados sugerem 
que as alterações no número de mitocôndrias é, de fato, associada à ausência da proteína 


































































Figura 13. Número de cópias de DNA mitocondrial em células primárias controle e XP-C. Amplificação 
relativa do gene ND1 (DNAmt) versus gene HPRT (DNA nuclear). Quantificação relativa do gene ND4L 
(frequentemente deletado) versus gene ND1 (raramente deletado). Os valores Ct foram analisados pelo 




4.13. Localização e expressão de XPC na célula 
 
Uma vez que nossos resultados indicaram um papel importante da proteína XPC na 
manutenção da integridade genômica e funcional da mitocôndria, nós investigamos se esse 
papel estaria relacionado a alguma função desempenhada pela proteína diretamente na 
organela. A proteína XPC foi inicialmente identificada como um fator de reconhecimento 
de lesões em DNA nuclear, e sua localização nuclear já foi claramente demonstrada 
anteriormente (Sugasawa, 2010). Entretanto, a localização mitocondrial da proteína, 
essencial para um papel direto na manutenção da integridade da organela, ainda não havia 
sido demonstrado. Desta forma, investigamos a localização mitocondrial de XPC em MRC-
5 e XP4PA utilizando Western blotting e imunofluorescência. Para isso, mitocôndrias 
foram isoladas das duas linhagens, e a pureza das preparações foi verificada por Western 
blotting utilizando lamina B2 e PCNA como marcadores nucleares e ATP5B como 
marcador mitocondrial. Como observado na Figura 14A, as frações mitocondriais obtidas 
de ambas as linhagens celulares estavam completamente livres de contaminação por 
proteínas nucleares. Esse alto grau de pureza é essencial para a identificação inequívoca da 
localização mitocondrial de proteínas que também estão presentes no núcleo, uma vez que 
uma pequena contaminação da preparação por proteínas nucleares pode resultar em 
artefatos.  
Comprovada a pureza das frações, investigamos a presença de XPC na fração 
mitocondrial através de Western blotting utilizando anticorpo monoclonal contra esta 
proteína. Os resultados apresentados na Figura 14B indicam claramente que XPC está 
localizada somente no núcleo, uma vez que a banda específica de XPC foi identificada 
apenas na fração nuclear, identificada pela presença de lamina B2, de células MRC-5, mas 
não na fração mitocondrial, identificada pela presença de mitofusina 1. Este resultado foi 
também confirmado pela metodologia de imunofluorescência (Figura 14C), onde é 
possível observar a localização de XPC, marcado em vermelho, apenas no núcleo, 
colocalizando com o sinal azul da fluorescência de DAPI. Nenhuma colocalização com 
mitocôndrias, marcadas em verde utilizando um anticorpo contra piruvato desidrogenase, 
foi observada (Figura 14C, painel merge). Portanto, nós podemos concluir que XPC 
promove as alterações observadas através de sinalização e não por ação direta uma vez que 










































Figura 14. Expressão e localização da proteína XPC na célula. (A) Western blotting para checar a pureza da fração mitocondrial. 
Foram usados 10 µg de proteína total. As membranas foram incubadas com os anticorpos primários contra lamina B2, ATP5B e PCNA. 
O anticorpo secundário usado foi contra IgG-HRP. O sinal de lamina B2 ou PCNA na fração mitocondrial até 5% foi considerado como 
contaminante aceitável. N – fração nuclear, M – fração mitocondrial. (B) Western blotting para verificação da localização intracelular de 
XPC. Foram usados 40 µg de proteína. Anti-XPC, anti-mitofusina1 e anti-lamina B2 foram usados como anticorpos primários. Foram 
usados anticorpos secundários conjugados à HRP. Experimento típico de três isolamentos independentes. (C) Imagens de 
imunofluorescência de células incubadas com anti-XPC (vermelho), anti-piruvato desidrogenase (verde) e DAPI (azul). Os anticorpos 
secundários utilizados foram anti-mouse Alexa 594 e anti-rabbit Alexa 488. A presença de XPC no núcleo (pontos lilás) é observada na 







4.14. Análise dos genes envolvidos na biogênese mitocondrial em células controle e 
XP-C transformadas e primárias  
 
Uma vez que as alterações observadas em células XP-C não decorrem da ação direta 
da proteína XPC dentro da mitocôndria, nós investigamos se haviam alterações na 
expressão de genes importantes na sinalização de biogênese mitocondrial. Inicialmente, 
medimos a expressão de PGC1α, uma vez que esse co-ativador transcricional desempenha 
um papel fundamental no programa de expressão que controla a expressão de genes de 
proteínas mitocondriais essenciais à replicação do DNAmt, como TFAM. Os painéis A e C 
da Figura 15 mostram que a expressão de PGC1α está drasticamente diminuída, tanto em 
células transformadas (Figura 15A) quanto em células primárias (Figura 15C), indicando 
um comprometimento severo no programa de biogênese mitocondrial.  
Em vistas desse resultado, nós analisamos a expressão de outros genes relacionados 
a essa via. NRF1 e SIRT3 apresentaram expressão aumentada em células XP-C 
transformadas (Figura 15B). Já os genes NRF2, PPARα, AMPK e SIRT1 (Figura 15B) não 
apresentaram diferenças. A expressão aumentada de SDHA, uma subunidade do complexo 
II da CTE, corrobora com o resultado de consumo de O2 do complexo II, onde há maiores 
taxas de respiração em XP-C (Figura 15B). Em células primárias, quase todos os genes 
analisados, com exceção de AMPK e SIRT1, mostraram níveis aumentados de expressão em 
células XP-C (Figura 15D). SDHA também apresentou maior expressão na célula primária 
XP-C, sugerindo que a respiração a partir do complexo II pode apresentar perfil semelhante 
às linhagens celulares (Figura 15D). Em conjunto, esses resultados sugerem que células 
XP-C apresentam alterações significativas no programa de expressão gênica que controla a 
biogênese mitocondrial e a expressão de genes codificados no DNAmt, e que alterações na 
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Figura 15. Expressão de genes relacionados à biogênese mitocondrial. A quantificação relativa da 
expressão dos genes estudados foi analisada por qRT-PCR usando primers específicos para os genes PGC1α, 
NRF1, NRF2, PPARα, AMPK, SIRT1, SIRT3 e SDHA, apresentados na Tabela 2. Quatro extrações de RNA de 
células MRC-5 e XP4PA (Paineis A e B), e AS405 e XP17VI (Paineis C e D) foram realizadas. Os 
resultados apresentados são de dois experimentos independentes em triplicata (n=4). Os valores são 

































































A manutenção da integridade funcional da mitocôndria é essencial para a 
homeostase celular. Em células aeróbicas, as mitocôndrias são responsáveis pela produção 
da maior parte do ATP, de forma que a perda de sua integridade funcional pode resultar em 
um colapso energético nas células. Além de sua função no metabolismo energético, as 
mitocôndrias também desempenham um papel central na resposta celular ao estresse, uma 
vez que várias proteínas indutoras de morte celular programada são “armazenadas” na 
mitocôndria e podem ser liberadas para o citosol, em resposta à sinalização pertinente, 
dando início ao “programa” que resulta em morte celular (Kroemer e Reed, 2000; Kroemer 
et al., 2007). Enquanto que alterações mitocondriais foram, inicialmente, associadas apenas 
à morte celular por apoptose, hoje sabe-se que a mitocôndria participa, direta ou 
indiretamente, de vários outros tipos de morte celular, como necrose, necroptose e morte 
por autofagia (Mattson e Kroemer, 2003; Green et al., 2011; Galluzzi et al., 2012). Desta 
forma, não é surpreendente que disfunção mitocondrial esteja associada a várias patologias 
humanas de grande impacto em saúde pública, como câncer, doenças metabólicas incluindo 
diabetes, neurodegeneração assim como o envelhecimento normal (Galluzzi et al., 2012). 
Mitocôndrias são também organelas ímpares em células animais, uma vez que são 
as únicas que contêm seu próprio genoma, um DNA circular que codifica 13 proteínas 
essenciais de 4 dos 5 complexos da fosforilação oxidativa (revisado em Figueira et al., 
2013). Isso implica que a biogênese da organela envolve a expressão coordenada de dois 
genomas, a tradução e localização adequada das proteínas sintetizadas fora da mitocôndria, 
além da montagem adequada dos complexos compostos por subunidades codificadas em 
dois genomas diferentes (Scarpulla et al., 2012). Neste contexto, a manutenção da 
integridade do genoma mitocondrial é, portanto, também essencial para a sua integridade 
funcional, uma vez que mutações nas proteínas codificadas no DNAmt resultam em perda 
de atividade dos complexos respiratórios aos quais essas pertencem (Lagouge e Larsson, 
2013), além de outras alterações, como o aumento da produção mitocondrial de EROs, e 
consequente desbalanço redox.  
Em seres humanos, mais de 150 mutações patogênicas já foram identificadas no 
DNAmt. Essas mutações causam várias síndromes multisistêmicas, de severidade e idade 
de acometimento variadas. Devido a essas características, doenças mitocondriais são de 




considerando a alta prevalência de mutações em DNAmt na população, estimada entre 1 em 
5.000 a 1 em 10.000 (Chinnery et al., 2012), vários autores têm sugerido que doenças 
mitocondriais podem representar um grupo de grande impacto em saúde publica (Farina e 
Souza-Pinto, Aspectos fisiopatológicos, epidemiologia, manifestações clínicas e panorama 
atual dos métodos de diagnóstico e tratamento das doenças mitocondriais. Trabalho 
apresentado à Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo como 
requerimento para a conclusão do curso Farmácia-Bioquimica, Nov. 2013). Neste contexto, 
é fundamental entendermos as vias moleculares envolvidas na manutenção da integridade 
genômica e funcional da mitocôndria, uma vez que alterações nessas vias podem 
desempenhar papéis causais na formação de mutações somáticas no DNAmt, ou resultar na 
disfunção bioenergética da organela.  
O DNAmt está fisicamente associado com a membrana mitocondrial interna, em um 
complexo núcleo-protéico denominado nucleóide (Lagouge e Larsson, 2013). Sua 
localização, próxima aos sítios de geração de EROs na CTE, o torna um alvo primário do 
ataque dessas espécies, resultando no acúmulo preferencial de bases oxidadas e quebras de 
fita no DNAmt quando comparado ao DNA nuclear (Lagouge e Larsson, 2013). Vários 
autores sugerem que esse acúmulo de lesões oxidadas no DNAmt desempenha um papel 
importante no desenvolvimento de alguns tipos de cânceres, e de outras condições 
associadas com a idade (Corral-Debrinski et al., 1992; Ames et al., 1993; Melov et al., 
1997; Wallace, 1999); entretanto evidências experimentais diretas para essa relação causal 
ainda não foram demonstradas. Não obstante, evidências in vitro e in vivo demonstram que 
lesões oxidadas podem induzir mutagenese (Wallace et al., 1988; Shoffner et al., 1995;  
Andersson, et al., 1998), e é provável que estas iniciem a sequência de eventos moleculares 
que resultem em alterações funcionais da organela. 
Em mitocôndrias, lesões oxidadas são reparadas pela via BER, iniciada pela ação de 
DNA glicosilases (Iyama e Wilson, 2013). Souza-Pinto et al. (2001) demonstraram que, em 
mitocôndrias de mamíferos, a DNA glicosilase OGG1 é essencial para o reparo de 8-
OHdG, uma das bases oxidadas mais abundantemente formadas em DNA, Esta enzima é 
constitutivamente expressa, mas sua atividade pode ser modulada por modificações pós-
traducionais, como fosforilação (Hu et al., 2005), bem como por interações protéicas, como 




atividade de OGG1, a interação desta com a proteína XPC (D’Errico et al., 2006) é 
particularmente relevante, uma vez que indica um importante cross-talk entre vias de 
reparo distintas. XPC é responsável pelo reconhecimento de lesões distorcivas em regiões 
não expressas do genoma nuclear, e inicia o reparo destas, pela via de NER, e mutações no 
gene Xpc causam xeroderma pigmentosum, com incidência elevada de cânceres de pele 
(Niedernhofer et al., 2011). Entretanto, esse cross-talk com a via BER pode ter um papel 
importante na elevada susceptibilidade ao desenvolvimento de tumores, uma vez que pelo 
menos uma mutação identificada em pacientes XP-C, uma substituição de aminoácido 
P334H, previne a estimulação de OGG1 por XPC porque impede a interação física entre as 
duas proteínas. 
Como OGG1 é a DNA glicosilase mais importante para o reparo de purinas 
oxidadas em DNAmt (Hu et al., 2005a), e XPC pode representar um regulador importante 
da atividade desta enzima, nós hipotetizamos que XPC poderia contribuir para a 
manutenção da integridade do DNAmt, e consequentemente para a função mitocondrial em 
células humanas. De fato, Rezvani e colaboradores (2011) demonstraram recentemente que 
o silenciamento de XPC em queratinócitos, causa alterações metabólicas, com uma 
mudança de metabolismo aeróbico para metabolismo glicolítico, e que essas alterações 
dirigem a formação de carcinomas de células escamosas. Nesse trabalho e no estudo 
subsequente (Rezvani et al., 2011), os autores sugerem que o acúmulo de lesões não 
reparadas no DNA nuclear de células com a expressão de XPC silenciada, causa alterações 
metabólicas via a ativação da kinase AKT1 e de NADPH oxidase, aumentando a geração 
de EROs. Entretanto, nesses estudos, alterações bioenergéticas da mitocôndria não foram 
adequadamente investigadas. 
Portanto, neste trabalho, nós investigamos a função mitocondrial de células XP-C, 
tanto primárias quanto imortalizadas, para garantir que eventuais disfunções mitocondriais 
encontradas, não resultaram do processo de imortalização. De fato, a superexpressão de 
RNAs específicos localizados na região do D-loop do DNAmt foram identificados durante 
o processo de imortalização celular (Duncan et al., 2000; Perrem e Reddel, 2000); e a 
imortalização celular através da superexpressão de hTERT induz uma diminuição no 
consumo de O2 e na síntese de ATP (Auré et al., 2007). Entretanto, em linhas gerais, os 




o par de linhagens primárias. Desta forma, concluímos que as alterações observadas não 
decorreram do processo de imortalização. 
Além disso, como as linhagens normal e deficiente em XPC, em ambos os pares, 
foram obtidas de indivíduos diferentes, era possível que variações inter-individuais, 
decorrentes de outras diferenças genéticas entre os indivíduos, contribuíssem para possíveis 
diferenças encontradas. Isso poderia confundir a interpretação dos resultados, fazendo com 
que efeitos não relacionados à ausência de XPC fossem atribuídos a essa. Novamente, os 
resultados similares observados entre os dois pares indicam que as alterações mitocondriais 
são diretamente relacionadas à ausência de XPC, e indicam um efeito causal. Nós estamos, 
agora, trabalhando na complementação genética das células XP4PA com um vetor 
contendo o gene Xpc normal, para comprovar experimentalmente essa relação causal (Mori 
e Souza-Pinto, resultados não publicados). 
Neste estudo, nós detectamos importantes alterações bioenergéticas em células XP-
C, a começar por uma diminuição significativa no conteúdo mitocondrial nessas células, 
demonstrado tanto pela diminuição na atividade de CS (Figuras 1 e 12), quanto pela 
diminuição no número de cópias do DNAmt, em células primárias (Figura 13). Em células 
XP-C transformadas, por outro lado, o número de cópias de DNAmt não foi alterado, 
mesmo com uma diminuição de cerca de 50% na atividade de CS. Como a atividade dessa 
enzima é um marcador para número de mitocôndrias (Booth e Kirby, 1991), é possível que 
esse efeito seja uma resposta compensatória ao aumento de deleções e lesões observados 
nas células deficientes em XPC (Figuras 2 e 11, respectivamente). De fato, um efeito 
similar foi observado em um modelo de retinopatia diabética em ratos, em que o número de 
cópias do DNAmt aumentou significativamente nos estágios iniciais da doença, em 
resposta ao estresse oxidativo provocado (Santos et al. 2012; Tewari e Kowluru, 2012). 
Vale ressaltar que células XP-C também apresentaram um significativo desbalanço redox, 
com aumento na geração de EROs, e uma diminuição significativa na atividade das duas 
principais enzimas antioxidantes mitocondriais, a SOD e a GPx (Figura 10A e 10B). Além 
disso, em células HeLa, a ativação do checkpoint ATM/Chk2, um modulador central da 
resposta à lesões no DNA, também resultou em um aumento do número de cópias de 
DNAmt, bem como em um aumento nos níveis de uma deleção de 4977 pb, conhecida 




A diminuição no conteúdo mitocondrial em células XP-C resulta em uma maior 
susceptibilidade à permeabilização induzida por Ca2+ (Figura 6A), que é revertida quando 
o dobro de células XP-C (relativo ao número de células normais) é utilizado no ensaio 
(Figura 7A). Isso sugere que esse efeito é devido, em grande parte, à concentração relativa 
de Ca2+ à qual as mitocôndrias são expostas na célula XP-C, e não a um defeito intrínseco 
na captação mitocondrial de Ca2+. Entretanto, no contexto celular, a diminuição do número 
de mitocôndrias em células XP-C pode ter um efeito muito importante para a homeostase 
intracelular de Ca2+, uma vez que essas organelas participam ativamente da manutenção da 
concentração citosólica de Ca2+ livre nos níveis fisiológicos, de cerca de 100 nM, mas que 
pode atingir até 10 µM em resposta a vários estímulos. Apesar de a atividade do 
transportador mitocondrial de Ca2+ uniporter (MCU) variar significativamente entre tipos 
celulares quanto à sua capacidade de captar esse íon (Fieni et al., 2012), a concentração 
intra-mitocondrial de Ca2+ controle a produção de ATP e a permeabilização da membrana 
mitocondrial durante a resposta apoptótica (Gunter & Gunter, 2001). Desta forma, 
alterações na capacidade da célula em controlar a concentração citosólica de Ca2+ livre 
poderiam resultar em alterações metabólicas, com diminuição na produção de ATP. 
A proteína centrina 2 (caltractina) é um fator que desempenha um papel regulador 
importante durante os estágios iniciais, de reconhecimento da lesão, da via de NER. Esta 
proteína é uma proteína ligante de Ca2+, da família EF-hand, que forma um complexo 
estável com XPC (Araki et al., 2001), em uma maneira dependente de Ca2+ (Popescu et al., 
2004). Com isso, alterações na homeostase intracelular de Ca2+ poderiam resultar, 
adicionalmente, em mudanças nas atividades de reparo de XPC, contribuindo para o 
acúmulo de lesões no DNA nuclear e a ativação de vias de sinalização, como a via de 
AKT1, como proposto por Rezvani et al. (2011).   
Outro efeito bioenergético importante observado em células XPC foi a inibição da 
respiração mitocondrial via complexo I (Figura 3A), enquanto que complexo II apresentou 
atividade (Figura 5A e 5B) e expressão (Figura 15D) aumentadas. Em seres humanos, o 
complexo I, ou NADH desidrogenase, é constituído por 45 subunidades (genenames.org), 
das quais 7 são codificadas no DNAmt (mitomap.org). A montagem do complexo I na 
haloenzima madura envolve a expressão coordenada dos dois genomas, além de um vasto 




Mutações tanto em genes de proteínas estruturais e/ou catalíticas, assim como nos fatores 
de montagem resultam em perda de atividade do complexo (Taylor e Turnbull, 2005). 
Mesmo quando a atividade catalítica é preservada, como no caso da neuropatia ótica 
hereditária de Leber (LHON), causada por uma de três mutações em genes mitocondriais 
do complexo I, observa-se um aumento de sensibilidade a inibidores do complexo I e uma 
deficiência respiratória mitocondrial, associada a um aumento na produção de EROs (Lenaz 
et al., 2004). No caso de células XP-C, também observamos uma diminuição no controle 
respiratório usando substratos de complexo I e um aumento na produção de O2•- e de H2O2 
(Figura 8 e Figura 9A e B). Além disso, esse aumento na produção de EROs foi 
acompanhado por uma diminuição significativa na atividade das duas principais enzimas de 
detoxificação dessas espécies, SOD e GPx, respectivamente (Figura 10A e B).  
Essas observações sugerem que as mitocôndrias das células XP-C estão em uma 
condição de estresse oxidativo crônico, que resultaria na oxidação de biomoléculas 
mitocondriais. E, de fato, detectamos mais lesões bloqueadoras de polimerases em DNAmt 
de células XP-C do que em células controle (Figura 11), além de um aumento no número 
de moléculas deletadas (Figura 2 e Figura 13). E, apesar de não termos medido o número 
de mutações em DNAmt especificamente, esses resultados sugerem que o DNAmt de 
células XP-C deva carregar um número maior de mutações do que o de células normais. 
Desta forma, se estabeleceria um círculo vicioso, em que a atividade comprometida do 
complexo I, por mutações no DNAmt, causaria um aumento na produção de EROs, que por 
sua vez causariam ainda mais lesões em biomoléculas mitocondriais, inclusive no próprio 
DNAmt. Vários autores propõem que esse acumúlo de lesões e mutações em DNAmt tem 
um papel importante no processo tumorigênico, inclusive em câncer de pele associado a 
exposição à UV (Birch-Machin et al., 2013), que é o principal tipo de câncer observado em 
pacientes XP-C. Entretanto, resultados recentes de sequenciamento em larga escala de 
genomas mitocondriais individuais em câncer coloretal encontraram menos mutações no 
DNAmt das amostras de câncer comparadas às amostras normais (Ercison et al., 2012). 
Esses autores sugerem que a mudança de metabolismo aeróbico para glicolítico durante a 
progressão tumoral diminui a geração de EROs, e “protege” o DNAmt de mutagênese 
induzida por essas espécies. Entretanto, eles não descartam a possibilidade de que mutações 




Por outro lado, nós observamos um aumento da atividade do complexo II em células 
XP-C, provavelmente como resposta compensatória à disfunção observada no complexo I 
(Figura 5A e B). O complexo II, ou succinato desidrogenase, é composto por 4 
subunidades proteicas, todas codificadas no DNA nuclear (genenames.org). A expressão da 
subunidade SDHA do complexo II é regulada diretamente pelo fator de transcrição NRF-1 
(de nuclear respiratory factor 1), um dos fatores transcricionais que coordenam a expressão 
de genes mitocondriais em resposta a estímulos ambientais e intracelulares (revisado em 
Scarpulla, 2012). Esse fator, em conjunto com NRF-2, ERRα, CREB e YY1 e com os co-
ativadores da família PGC-1 (PGC1α, PGC1β e PRC), funciona como um sensor 
intracelular do status metabólico da célula, e induz a expressão de proteínas mitocondriais 
codificadas no núcleo em condições de alta demanda metabólica, mediando termogênese, 
proliferação celular e gliconeogênese (Scarpulla, 2012). Desta forma, é possível imaginar 
um cenário, em células XP-C, em que a diminuição na respiração mediada pelo complexo I 
e consequente queda na concentração intracelular de ATP ativem um programa de 
sinalização intracelular que culmine na expressão aumentada das subunidades do complexo 
II. E, de fato, nós observamos maior expressão de SDHA e NRF1 tanto em células XP-C 
primárias quanto transformadas (Figura 15B e D). 
Além disso, a atividade de succinato desidrogenase é diretamente controlada por 
SIRT3, especificamente através de sua atividade desacetilase de lisinas da subunidade 
SDHA (Cimen et al., 2010). Coincidentemente, a expressão de SIRT3 também está elevada 
em células XP-C (Figura 15B e D), reforçando a idéia de que um programa compensatório 
está em ação nessas células. 
Por outro lado, nós observamos uma diminuição bastante significativa na expressão 
de PGC1α em células XP-C (Figura 15A e C). Esse co-ativador transcricional é 
considerado um regulador central do programa de biogênese mitocondrial, uma vez que sua 
ativação induz fortemente a expressão coordenada de genes que estimulam a fosforilação 
oxidativa (Puigserver e Spiegelman, 2003), além de controlar um programa de expressão 
gênica em resposta ao estresse oxidativo (St-Pierre et al., 2006). Desta forma, a expressão 
diminuída de PGC1α em células XP-C poderia explicar o menor número de mitocôndrias, 
menor número de cópias de DNAmt em células XP-C primárias, e a diminuição da 




expressão elevada dos outros reguladores de biogênese mitocondrial, como NRF1 e NRF2, 
e de SIRT3, uma vez que a expressão desses fatores é também controlada por PGC1α. Por 
outro lado, os outros membros da família PGC, PGC1β e PRC, possuem redundância de 
sítios de ligação com PGC1α e podem compensar sua ausência. De fato, camundongos com 
uma deleção direcionado do gene Pgc1a são viáveis, e apresentam mitocôndrias 
morfologicamente normais em tecido cardíaco, apesar de corações isolados desses animais 
apresentarem uma capacidade funcional diminuída em resposta a estímulos químicos ou 
elétricos (Arany et al., 2005). Como nós não avaliamos a expressão dos outros membros da 
família PGC1, é possível que uma adaptação metabólica, com super-expressão desses, 
esteja compensando pela expressão diminuída de PGC1α em células XP-C. Em conjunto, 
nossos dados indicam uma disfunção mitocondrial em células XPC, devido, em grande 
parte, a uma inibição da atividade do complexo I. Essa inibição é parcialmente 
complementada por uma super-expressão do complexo II; mas, no entanto, ainda resulta em 
um desbalanço redox mitocondrial e ao acúmulo de lesões e deleções no DNAmt. A análise 
de expressão de genes envolvidos em biogênese mitocondrial sugere que essa inibição do 
complexo I é causada pela diminuição da expressão de PGC1α, que coordena a expressão 
de outros genes envolvidos em replicação e expressão do DNAmt, como TFAM. Como o 
complexo I é o complexo da CTE com o maior número de unidades codificadas pelo 
DNAmt, não é surpreendente que o efeito da diminuição da expressão de PGC1α seja mais 
visível neste complexo em específico.  
Além disso, é bastante provável que essas alterações identificadas aqui contribuam 
significativamente para a tumorigênese observada em pacientes XP-C, uma vez que 
alterações do número de cópias do DNAmt assim com desbalanço redox são, 
frequentemente associados a iniciação e promoção de tumores. 
A questão mais relevante agora é como a falta de XPC causa essa diminuição tão 
significativa na expressão de PGC1α. Recentemente, um papel direto para XPC em 
transcrição, independente de sua função em reparo de DNA, foi proposto por Le May e 
colaboradores. No modelo proposto por esses autores, mesmo na ausência de danos 
induzidos ao DNA, proteínas da via de NER, como XPF, XPA e RPA, são ativamente 
recrutadas para regiões promotoras de genes ativamente transcritos, em uma maneira 




reparo", cuja montagem, em regiões distais ao promotor, requer CSB (Le May et. al., 
2010). Assim, é possivel que XPC funcione como um ativador transcricional de reguladores 
















































• A atividade do complexo I da CTE é diminuída em células XP-C, enquanto a atividade 
dos demais complexos é aumentada, 
 
 
• Células XP-C apresentam um desbalanço redox mitocondrial, uma vez que produzem 
mais EROs (O2-• e H2O2) e apresentam deficiência no sistema antioxidante (SOD e GPx); 
 
 
• Células XP-C possuem o DNA nuclear intacto, porém DNAmt mais lesionado; 
 
 
 • A expressão de PGC1α em células XP-C está significativamente diminuída em células 
transformadas e primárias; 
 
 
• As alterações bioenergéticas e de expressão gênica causadas pela ausência de XPC são via 
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